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BACTERIES LACTIQUES MUT ANTES CAPABLES DE 
SUREXPRIMER AU MOINS UNE PEPTIDASE. 

La presente invention concerne des mutants de 
bacteries lactiques, coirane Lactoccocus lactis, capables de 
surexprimer au moins une et de preference plusieurs 
peptidases. Ces mutants presentent des activites 
peptidolytiques fortes qui permettent d'accelerer la 
degradation de la caseine en acides amines. Ces mutants 
sont done tout particulierement utiles pour augmenter la 
vitesse d'affinage des fromages car les acides amines sont 
des precurseurs dans la syn these d'aromes. L' invention 
concerne egalement une methode d 1 identification de ces 
mutants et les constructions genetiques pour la mise en 
oeuvre de cette methode. L. ' invention .concerne enfin 

1 ' utilisation de ces bacteries mutantes dans un procede de 

fabrication* et/ou de maturation de fromages, 

Lactococcus lactis possede un systeme 
proteolytique complexe pour degrader les proteines du lait 
et en particulier la caseine. La caseine est la proteine 
majoritaire du lait qui fournit tous les acides amines 
necessaires a la croissance (12). La caseine est degradee 
en oligopeptides par une protease de paroi . Ces 
oligopeptides entrent dans la cellule par des systemes de 
transport specifiques puis sont hydrolyses en acides amines 
a 1 ' interieur de la cellule par des peptidases (14). En 
plus de leur role dans la nutrition azotee de L . lactis, 
les peptidases pourraient avoir egalement un role important 
dans le developpement des flaveurs lors de l'affinage de 
certains fromages . 

Dix genes de peptidases ont ete clones et leurs 
produits caracterises biochimiquement chez L . lactis. Elles 
sont regroupees dans dif f erentes classes suivant la 
position et la nature de la liaison peptidique qu ' elles 
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hydrolysent et ont souvent une specificite large (14). A 
l'heure actuelle, peu d' etudes sur la regulation de 
1' expression de ces peptidases chez L . lactis ont ete 
menees et seule la regulation de la protease de'paroi a ete 
5 etudiee de maniere approfondie (18, 19). 

Or, 1' expression de certains genes chez 
Lactococcus lactis peut etre critique lors de procedes de 
fabrication de f romages . Aussi, les Inventeurs ont 
considere que 1' evaluation du niveau d* expression de ces 

10 genes peut se faire en determinant l'efficacite de leurs 

promoteurs car la transcription est un des parametres qui 
controle 1' expression des genes. Les Inventeurs ont done 
developpe dans le cadre de la presente invention des outils 
bases sur 1 1 utilisation de genes rapporteurs. lis ont 

15 construit des vecteurs adaptes a 1 • etude systematique de 

nombreux promoteurs dans differents contextes cellulaires 
et environnementaux et qui peuvent etre transferes aisement 
dans un grand nombre de souches de L. lactis. Ces vecteurs 
ont ete utilises pour etudier la variability de 

20 1 1 expression des enzymes du systeme proteoly tique de 

L. lactis. L 1 expression de seize genes codant pour des 
enzymes impliquees dans la proteolyse de la souche de 
L. lactis subsp. cremoris MG13 63 ainsi que les deux genes 
de la protease de paroi des souches WG2 et SK11 a pu ainsi 

25 etre caracterisee, soit grace aux vecteurs developpes par 

les Inventeurs, soit grace a la detection des ARN messagers 
par la technique de Northern-blot (8) . 

Les travaux realises dans le cadre de la 
presente invention sur la caracterisation de 1' expression 

30 des genes codant pour des peptidases, des proteases et des 

proteines de transport de L . lactis ont permis de mettre en 
evidence une regulation coordonnee de leur expression et 
ainsi de determiner les facteurs pouvant affecter cette 
expression. Les Inventeurs ont notamment realise une etude 



BNSDOCID: <WO 0129l83A2..l_> 



WO 01/29183 



3 



PCT/FR00/02869 



systematique de la transcription des seize genes ci-dessus 
impliques dans la proteolyse. 

II a ainsi ete montre que la transcription de 8 
des seize genes testes est regulee et reprimee 
simul tanement par des dipeptides via le pool 
intracellulaire d'acides amines branches : isoleucine, 
leucine et valine. II s'agit des promoteurs des genes des 
peptidases suivants : 

- prtP, qui est la protease de paroi (14), et 
plus particulierement prtPWG qui est une protease de paroi 
isolee de la souche WG2, et prtPSKll , qui est une protease 
de paroi isolee de la souche SK11, 

- pepN et pepC, qui sont les aminopeptidases de 
specif icite generale majeure dans la cellule (14) , 

- pepO, qui est une endopept idase impliquee 
dans la degradation des oligopeptides (14) , 

- opp, qui est 1 ' operon codant pour le systeme 
d* entree des oligopeptides (14), 

- dtpt, qui code pour une proteine de transport 
des di et tripeptides hydrophiles (14), 

- pepDA2 , qui code pour une dipeptidase 

generale . 

11 a aussi ete montre dans le cadre des travaux 
ayant conduit a la presente invention que la transcription 
des genes du systeme proteolytique chez L . lactis est 
regulee par les produits de divers genes . On peut citer 
tout particulierement le gene codY qui constitue un 
regulateur central reprimant la transcription des genes du 
systeme proteolytique chez L . lactis. On peut encore citer 
l'un des genes de 1 ' operon lev et un gene codant pour une 
P-glucosidase . 

Les Inventeurs ont done mis en ceuvre une 
strategie de mutagenese aleatoire, appliquee a la souche 
MG1363 (21) , pour trouver des regulateurs de la 
transcription de ces peptidases . La fusion du second 
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promoteur de 1 ' operon opp-pepO (PpepOA) au gene de la 0- 
galactosidase a servi de rapporteur pour visualiser des 
mutants dont la transcription de ce promoteur est 
deregulee. Les inventeurs ont ainsi isole des mutants de L . 
5 lactis, obtenus par insertion d'un transposon. 

La presente invention a done pour objet des 
mutants de bacteries lactiques capables de surexprimer une 
ou plusieurs peptidases, caracterises en ce que 1 1 un au 

10 moins des facteurs de regulation negative de 1 1 un au moins 

des genes des peptidases desdites bacteries est inactive. 

II peut s'agir d'une inactivation totale ou 
partielle. On entend par inactivation totale, le fait que 
ledit facteur n'est pas du tout exprime, et par 

15 inactivation partielle, le fait que que ledit facteur est 

encore exprime mais pas suff isamment pour observer l'effet 
de regulation negative rencontre chez une bacterie non 
mutee; 

L' invention concerne tout particulierement , des 

20 mutants de bacteries lactiques capables de surexprimer une 

ou plusieurs peptidases, caracterises en ce que 1 ' un au 
moins des facteurs de regulation negative de l'un au moins 
des genes des peptidases desdites bacteries est inactive, 
ledit facteur de regulation negative etant choisi dans le 

25 groupe comprenant le gene codY, les genes de 1 ' operon lev, 

un gene codant une proteine homologue a une (5-glucosidase . 

Cornme indique precedemment , ladite inactivation 
peut etre totale ou partielle. 

Une premiere forme de realisation d'une telle 

30 inactivation consiste en une modification de la sequence 

d * ADN de l'un desdits genes ou d'une sequence impliquee 
dans 1' expression ou la regulation de ce gene. Une seconde 
forme de realisation d'une telle inactivation consiste en 
une modification d'un gene codant pour une proteine 

35 cofacteur necessaire a I'activite de l'un desdits genes 
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et/ou la modification d 1 un gene implique dans 1' expression 
ou la regulation de cette proteine cofacteur, 

A titre de bacteries lactiques mutantes selon 
1' invention, on peut citer plus particulierement des 
mutants de L . lactis et de S. thermophilus . 

On entend tout particulierement par mutants de 
bacteries lactiques selon 1' invention, des bacteries 
genetiquement modifiees de fagon a ce que l'un au moins des 
facteurs de regulation negative de 1 1 un au moins des genes 
desdites peptidases est inactive totalement ou 
partiellement . Ainsi, on entend par inac t ivation , la 
modification d 1 un ou plusieurs genes codant pour des 
proteines constituant un ou plusieurs facteurs de 
15 regulation negative des genes des peptidases, comme par 

exemple CODY, ou la modification d'un ou plusieurs genes 
codant pour des proteines necessaires auxdits facteurs de 
regulation negative des genes des peptidases, comme par 
exemple les elements de transport des acides amines 
20 branches ou une proteine necessaire a l'activite de CODY. 

Les mutants de bacteries lactiques selon 1 ' invention sont 
done avantageusement obtenus par mutagenese. 

L' invention se rapporte plus particulierement a 
des mutants de bacteries lactiques capables de surexprimer 
25 une ou plusieurs peptidases, caracterises en ce que l'un au 

moins des facteurs de regulation negative commun a 
plusieurs genes desdites peptidases est inactive. 

L' invention concerne plus particulierement des 
mutants de bacteries lactiques et notamment de Lactoccocus 
30 lactis dont l'un au moins des facteurs de regulation 

negative de la transcription, commun a deux au moins et de 
preference trois des promoteurs des genes de peptidases, 
est inactive . 

Les promoteurs des genes de peptidases dont 
35 l'un au moins des facteurs de regulation negative de la 
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transcription est inactive, sont par exemple choisis parmi 
les genes prtP, pepN, pepC, pepX, pepO, pepDA2 , dtpT et 
1 ' operon opp. 

5 II sera fait reference dans ce qui suit a la 

liste de sequences en annexe dans laquelle : 

- SEQ ID No . 1 represente la sequence du gene 
codY de L . lactis MG1363. 

- SEQ ID No. 2 represente la sequence du gene 
10 dtpT L. lactis MG1363 . 

- SEQ ID No . 3 represente la sequence du gene 
secA de L . lactis IL1403 . 

- SEQ ID No. 4 represente la sequence du gene 
secY de L. lactis IL1403 . 

15 - SEQ ID No. 5 represente la sequence de 

1 1 operon lev de L . lactis IL1403 . 

SEQ ID No . 6 represente un fragment de 

sequence d'un gene de L . lactis MG13 63 dont le produit est 

homologue a une p-glucosidase . 
20 - SEQ ID No . 7 represente la sequence du gene 

de «L. lactis MG1363 dont le produit est homologue a une 

formate deshydrogenase. 

- SEQ ID No. 8 represente une partie de la 
sequence du gene codY de S. thermophilus . 

25 - SEQ ID No. 9 represente la sequence complete 

du gene codY de S. thermophilus . 

Un premier f acteur de regulation negative des 
peptidases de bacteries lactiques notamment de L . lactis 

30 identifie par les Inventeurs est constitue par le pool 

intracellulaire d'acides amines branches qui repriment la 
transcription de plusieurs genes de peptidase. Un premier 
type de mutants est done caracterise par la modification de 
ce pool intracellulaire d'acides amines branches. On entend 

35 de preference par modification, une diminution de la 
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quantite d'acides amines branches. Un exemple de 
modification du pool d'acides amines branches consiste a 
modifier selec tivement leur entree dans la cellule, 
notamment en bloquant 1 ' un au moins des systemes de 
transport : 

- des acides amines, 

- des di- et tripeptides, 

- des oligopeptides . 

Des mutants de L. lactis dont I'un au moins des 
systemes de transport des acides amines branches, des di- 
et tripeptides ou des oligopeptides sont bloques sont des 
mutants dans lesquels l'un au moins des genes codant pour 
un element de ces systemes de transport est inactive. 

Des mutants d 1 un systeme de transport des 
dipeptides et tripeptides ont ete obtenus par mutagenese 
aleatoire dans le gene dtpT (10) de L . lactis dont la 
sequence est donnee- dans la liste de sequence en annexe 
sous le numero SEQ ID No. 2. Les travaux realises dans 
1 1 art anterieur sur ce gene n'ont jamais mis en evidence 
qu'il pouvait s 1 agir de mutants de Lactoccocus lactis 
capables de surexprimer une ou plusieurs peptidases. Un 
exemple de gene dtpT modifie dans un mutant est caracterise 
par 1 ' insertion par exemple du plasmide pGhost-IISl apres 
les nucleotides en positions 280 et 470 dans la sequence 
SEQ ID No . 2 . 

La repression de la transcription des genes 
codant pour les peptidases est levee chez les mutants de 
1 ' invention et peut resulter comme indique precedemment de 
la variation du pool intracellulaire des acides amines 
branches. La variation du pool intracellulaire des acides 
amines branches peut egalement provenir de la variation de 
la degradation desdits peptides (di, tri ou oligopeptides). 
En consequence, des mutants de bacteries lactiques et plus 
par t iculierement de L . lactis sont des mutants dans 
lesquels l'un au moins des genes codant les peptidases 
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responsables de la degradation de ces dipeptides, 
tripeptides ou oligopeptides est inactive. 



Un facteur important de regulation negative 
5 identifie par les inventeurs est le produit du gene codY 

qui reprime la transcription de plusieurs peptidases au 
niveau de leur promoteur . En effet, les inventeurs ont 
obtenu par mutagenese des mutants de L . lactis inactives 
dans un gene qui est homologue au gene codY de Bacillus 

10 suhtilis. Chez un mutant codY reconstruit par les 

inventeurs par mutagenese dirigee, il a ete observe que la 
transcription du gene pepOA et la transcription d ' au moins 
trois genes de peptidases ne sont plus reprimes par les 
dipeptides. Ainsi, 1 ■ inactivation du gene codY chez 

15 L - lactis permet d'augmenter 1' expression des genes de 

plusieurs peptidases d'un facteur 4 a 55 dans un milieu 
contenant une source de peptides qui normalement les 
repriment dans la souche sauvage . 

La sequence d'ADN du gene ' codY de L . lactis et 

20 de la sequence de la proteine codY pour lequel il code sont 

representees dans SEQ ID No. 1 en annexe. 

Les inventeurs ont egalement mis en evidence la 
presence du gene codY chez S. thermophilus , qui est comme 
L. Lactis une bacterie lactique. La sequence d 1 ADN 

25 partielle du gene codY de S. thermophilus et la sequence de 

la proteine pour lequel il code sont representees dans SEQ 
ID No. 8 en annexe. La sequence d'ADN complete du gene codY 
de S. thermophilus et la sequence de la proteine pour 
lequel il code sont representees dans SEQ ID No. 9 en 

30 annexe. Ainsi 1 ' inactivation complete ou partielle du gene 

codY chez les autres bacteries lactiques ( Streptocoque , 
Lactobacille, Pediocoque, Leuconostoc) pourrait egalement 
permettre d'augmenter 1 ' expression des peptidases. 

En consequence, un type prefere de mutants de 

35 bacteries lactiques selon l'invention, plus 
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particulierement de L. lactis, est caracterise par 
1 ' inactivation du gene codY. Un premier exemple d'une telle 
inactivation consiste en une modification de la sequence 
d'ADN du gene codY, tout particulierement des sequences SEQ 
ID No. 1, 8 ou 9 en annexe, ou d'une sequence impliquee 
dans 1' expression ou la regulation de ce gene. Un second 
exemple d'une telle inactivation consiste en une 
modification d'un gene codant pour une proteine cofacteur 
necessaire a l'activite du gene codY et/ou la modification 
d'un gene implique dans 1* expression ou la regulation de 
cette proteine cofacteur . 

Comme indique precedemment , dans les bacteries 
mutantes pour codY de 1 ' invention 1* expression d'au moins 3 
peptidases est augmentee de 4 a 55 fois dans un milieu 
contenant une source de peptides qui normalement repriment 
leur expression. Une bacterie mutante pour codY selon 
1 1 invention interrompt la cascade de regulation qui conduit 
a la repression des peptidases via le pool de peptides du 
milieu exterieur . Un changement de la sequence d'ADN dans 
le gene codY ou dans sa sequence de regulation consiste par 
exemple en une mutation ou une deletion qui peuvent etre 
realisees par des methodes bien connues de mutagenese. 
Ainsi les inventeurs ont repertories 13 mutants de codY avec 
par exemple une insertion du plasmide pGhost-IISl apres les 
nucleotides en positions 87, 112, 122, 289, 313, 409, 575, 
604, 641, 693, 821, 877 et 882 dans la sequence SEQ ID No. 
1. 

Comme indique precedemment, d'autres mutants de 
bacteries lactiques, notamment de L . lactis, capables de 
surexprimer une ou plusieurs peptidases ont ete 
caracterises par les Inventeurs. II s'agit de mutants dans 
lesquels l'un au moins des facteurs de regulation negative 
de la transcription d'un ou plusieurs genes desdites 
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peptidases est inactive. A titre d'exemples de tels 
mutants, on peut citer : 

- Les mutants dans lesquels un gene codant pour 
des proteines impliquees dans la secretion des proteines de 
transport des dipeptides ou tripeptides est inactive. II 
s'agit plus particulierement de mutants dont l'un au moins 
des genes secA (3) et secY (13) est modifie. Les proteines 
codees par ces genes pourraient intervenir dans la 
translocation de la proteine DtpT qui est impliquee dans le 
transport des di- et tripeptides. Les sequences des genes 
secA et secY de L . lactis sont donnees dans la liste de 
sequences en annexe respectivement sous les numeros SEQ ID 
No. 3 et SEQ ID No . 4. Des mutants pour secA ont ete 
prepares par insertion du plasmide pGhost-IISl apres les 
nucleotides en positions 1689 et 1698 dans la sequence SEQ 
ID No. 3. Des mutants pour secY ont ete prepares par 
insertion du plasmide pGhost-IISl apres les nucleotides en 
positions 1273 et 1281 dans la sequence SEQ ID No. 4. 

- Les mutants dans lesquels l'un des genes de 
l'operon lev est inactive (17). Les genes de 1 ' operon lev 
codent pour un systeme de transport des sucres . La sequence 
de l'operon lev de L . lactis est donnee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID No. 5. Des 
mutants pour l'operon lev selon 1 ' invention ont ete 
prepares par insertion du plasmide pGhost-IISl apres les 
nucleotides en positions 40, 108, 1075, 1140, 1145 et 2735 
dans la sequence SEQ ID No . 5 . 

- Les mutants dans lesquels l'un au moins des 
genes presentant une homologie avec un gene codant une 
proteine dont la structure est du type de celle d'une p- 
glucosidase et/ou une formate deshydrogenase est inactive. 
La sequence d'un gene codant cette proteine homologue a une 
p-glucosidase est donnee dans la liste de sequences en 
annexe sous les numeros SEQ ID No. 6. La sequence d'un gene 
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codant une formate deshydrogenase est donnee dans la liste 
de sequences en annexe sous les numeros SEQ ID No. 7 . 

Comme precedemment , on entend par un gene 
inactive un gene dont la sequence ou une sequence impliquee 
5 dans son expression ou sa regulation sont modifiees. 

En consequence, un autre type prefere de 
mutants de bacteries lactiques selon 1' invention, plus 
particulierement de L. lactis, est caracterise par 
1 ' inact ivation de 1 ' un des genes de l'operon lev. Un 
10 premier exemple d ' une telle inactivation consiste en une 

modification de la sequence d'ADN de l'un des genes de 
l'operon lev, tout particulierement de la SEQ ID No. 5 
annexe, ou d'une sequence impliquee dans 1' expression ou la 
regulation de l'un des genes de cet operon. Un second 
15 exemple d'une telle inactivation consiste en une 

modification d'un gene codant pour une proteine cofacteur 
necessaire a 1'activite de l'un des genes de l'operon lev 
et/ou la modification d'un gene implique dans 1 1 expression 
ou la regulation de cette proteine cofacteur. 
20 Un troisieme type prefere de mutants de 

bacteries lactiques selon I'invention, plus 
particulierement de L . lactis, est caracterise par 
1 ■ inactivation d'un gene codant pour une proteine homologue 
a une p -glucosidase . Un premier exemple d * une telle 
25 inactivation consiste en une modification de la sequence 

d'ADN d'un gene codant pour une p-glucosidase , tout 
particulierement de la SEQ ID No . 6 annexe, ou d'une 
sequence impliquee dans 1' expression ou la regulation de ce 
gene. Un second exemple d'une telle inactivation consiste 
30 en une modification d'un gene codant pour une proteine 

cofacteur necessaire a l'activite d'un gene codant pour une 
p-glucosidase et/ou la modification d'un gene implique dans 
l 1 expression ou la regulation de cette proteine cofacteur. 
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Bien entendu, les mutants selon 1 ' invention 
peuvent egalement etre caracterises par plusieurs des 
mutations decrites ci-dessus. 



Comme indique precedemment les Inventeurs ont 
developpe dans le cadre de la presente invention des outils 
bases sur 1 1 utilisation de genes rapporteurs comme la 
lucif erase de Vibrio harveyi . L ' expression de la lucif erase 
qui se detecte par une emission de lumiere, permet de 
mesurer facilement 1 1 activite des promoteurs y compris dans 
des milieux complexes (4) . Les vecteurs pVar construits par 
les Inventeurs contiennent une origine de replication 
inactivee apres integration, un marqueur d ' antibiotique et 
une partie du gene cluA (6) . Ce dernier fragment permet au 
plasmide de s 1 integrer par recombinaison homologue dans le 
facteur sexuel . Celui-ci est un element conjugatif de 60 kb 
present sous forme integree dans le chromosome de certaines 
souches de L. lactis. Les constructions integrees dans le 
facteur sexuel au niveau du gene cluA dans une souche 
peuvent done etre transferees dans de nombreuses souches de 
L . lactis par conjugaison. 

L' invention concerne done aussi, un vecteur 
recombinant pour identifier ou selectionner les bacteries 
mutantes selon 1" invention. Ce vecteur est caracterise en 
ce qu'il comprend un gene marqueur fusionne a un gene de 
peptidase ou un promoteur de de gene, une origine de 
replication inactivee apres integration dans la bacterie, 
un marqueur antibiotique, et une partie du gene cluA. 

Un tel vecteur permet de distinguer une souche 
mutante selon 1 1 invention d'une souche sauvage incapable de 
surexprimer une ou plusieurs peptidases. Une methode 
permettant de distinguer ces souches est par exemple la 
suivante. Pour connaitre le niveau d' expression des 
peptidases dans des souches, un vecteur pVar contenant le 
promoteur PpepOA de 1 ' operon opp-pepO, fusionne au gene de 
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la luciferase, est transfere dans les souches par 
conjugaison . Les mesures de l'activite luciferase sous le 
controle du PpepOA indiquent si la transcription au moins 
du gene pepO est dereprimee dans ces souches. Les 
constructions avec les autres promoteurs permettent de 
verifier le nombre de genes de peptidases dont la 
transcription est dereprimee. Les activites lucif erases de 
reference de la souche sauvage qui refletent la repression 
de la transcription des genes de peptidases lors de 
croissance en presence de peptides, via le pool d'acides 
amines branches, sont repertories dans la figure 1. 

En consequence, 1 ' invention concerne egalement 
une methode d ' identification ou de selection d'une bacterie 
lactique mutante selon 1' invention, caracterisee en ce ce 
que 1 1 on transfere un gene de peptidase ou un promoteur de 
ce gene dans une bacterie par conjugaison avec le vecteur 
defini ci-dessus, puis l'on cultive ladite bacterie en 
presence de peptides et l'on mesure par tout moyen 
approprie l'activite du gene rapporteur qui refletent la 
repression de la transcription des genes de peptidases. 

Avantageusement le gene rapporteur est le gene 
de la luciferase. 

L' invention concerne egalement 1 ' utilisation 
des mutants de bacteries lactiques tels que decrits 
precedemment ou un melange de ceux-ci dans un procede de 
fabrication et/ou de maturation du fromage. De fagon 
avantageuse, les mutants de bacteries lactiques tels que 
decrits precedemment ou un melange de ceux-ci sont utilises 
dans un procede de fabrication et/ou de maturation de 
fromages type pate molle ou pate pressee. 

D' autres avantages et carac teris tiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent. Ces 
exemples concernent l'obtention par mutagenese de mutants 
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de L. lactis selon 1' invention, et se referent aux figures 
en annexe dans lesquelles : 

- la figure 1 represente l'activite lucif erase 
de differentes fusions transcriptionnelles a D.O. 0,4 en 
milieu chimiquement defini (CDM) acides amines (AA) et CDM 
casitone (Cas) , 

- la figure 2 represente la repression de la 
transcription en A des promoteurs regules, et en B des 
promoteurs non regules. Ces resultats ont ete obtenus a 
partir de 1' extraction des ARNm totaux de la souche sauvage 
cultivee en CDM + acides amines (AA) et CDM + casitone 
(Cas) a differentes densites optiques (0,2; 0,6; 0,8; 1,2). 
Les hybridations ont ete effectuees avec differentes sondes 
specif iques des promoteurs de peptidases. Les promoteurs 
regules correspondent a une diminution de l'ARN dans les 
conditions de croissance en presence de casitone, ce qui 
est le reflet d'une repression de la transcription. 

La figure 3 est une representation 
schematique des differents facteurs intervenant sur 
1' expression des peptidases de L . lactis et ayant permis de 
concevoir les differents mutants de 1' invention. 

- La figure 4 est un alignement des sequences 
des genes codY de L. lactis et de Bacillus subtillis. 

I - Materiel et Methodes . 

1 ) Souches bacteriennes , milieux, vecteurs et 
manipulations d ' ADN . 

La souche de L . lactis MG1363 a ete cultivee a 
30°C en milieu M17 glucose. Au besoin, 5^g/ml 
d'erythromycine sont ajoutes au milieu de culture. Les 
promoteurs de peptidases a etudier (PepP, PepA, PepF2 , 
PepDAl, PepOA, PepQ, PepX, PepOD, PepM, PepT, PepN et PepC) 
et les deux promoteurs de 1 ' operon opp (pepOA/ pepOD) ont 
ete amplifies par PCR a 1 ' aide d' amorces specif iques a 
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partir du chromosome de la souche de L . lactis subsp . 
cremoris MG1363. Une serie de vecteurs a replication 
conditionnelle, contenant les genes rapporteurs de la 
lucif erase de Vijbro harveyi et un fragment du facteur 
sexuel (gene cluA) a ete construite. Le pVar-1 a ete 
utilise pour fusionner aux genes lucif erase, les fragments 
d'ADN obtenus par PCR et correspondant aux differents 
promo teurs . 

2 ) Integration des fusions transcriptionnelles 
sur le chromosome de MG13 63 et conjucraison . 

Apres transformation de la souche MG13 63 par 
les plasmides pVar-1 contenant les promoteurs de 
peptidases, les fusions sont integrees dans le chromosome 
par recombinaison homologue, soit au locus promoteur 
peptidase, soit au locus du facteur sexuel (dans le gene 
cluA) . L ' identification du locus d ' integration se fait 
grace a des amorces appropriees par amplification PCR et 
par hybridation d'un gel Southern. Le transfert du facteur 
sexuel se fait par conjugaison entre deux souches (5) . 

3 ) Determination de l'activite lucif erase chez 

I/, lactis . 

Les mesures d'activite luciferase sont 
effectuees sur le luminometre Bertold Lumat LB9501. Un 
millilitre de culture de L . lactis est melange avec 5|ll de 
nonaldehyde et 1' emission de lumiere est directement 
mesuree. La valeur du pic est ramenee a la DO 600nni de la 
culture et l'activite luciferase est mesuree tout au long 
de la croissance. L'activite luciferase reportee dans la 
figure 1 est mesuree a DO 600nm = 0,4 et exprimee en 10 3 
lux/DO . 

4) Milieu Chimicruement Defini (CDM) . 
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Ce milieu chimiquement defini (CDM) est decrit 
dans Sissler et al. (22). La source d'azote de ce milieu 
est un melange d'acides amines. Dans le "CDM cas", est 
ajoute un extrait de casi tones (caseines du lait degradees 
par des enzymes pancreatiques ) qui est une source de petits 
peptides . 

5 ) Constructions : PpepOA-pgal . 

Le second promoteur de 1 ' operon opp-pepO 
(PpepOA) de la souche MG1363 a ete amplifie par les 
oligonucleotides suivant (GGGAATTCTTTGGGAACAATGATAA et 
CGGGATCCGTTACTTCTGAACC A ) et le fragment amplifie de 500pb a 
ete clone dans le plasmide pJIM762 au site EcoRI-BamHI en 
amont du gene de la (3-galactosidase de Escherichia, coli (E. 
Guedon, resultats non encore publies) . Ce plasmide, dont le 
gene de la |$-galactosidase est sous le controle des signaux 
d' expressions de PpepOA, a ete integre dans le chromosome 
de la MG13 63 par recombinaison homologue au locus 
promoteur. La transcription a PpepOA est reprimee par les 
dipeptides contenu dans la casitone du milieu et la souche 
contenant la fusion est blanche sur un milieu chimiquement 
defini (CDM) contenant des casitones. La transcription a 
PpepOA est dereprimee sur un milieu CDM contenant des 
acides amines comme source d'azote et la souche contenant 
la fusion est bleue [dans les deux cas la souche est 
cultivee avec du phospho-|5-galactoside (P-(i-gal) . 

6) Plasmide Pghost8-ISSl ■ 

Ce plasmide a replication condi tionnelle 
(proteine de replication thermos ensible ) possede un 
marqueur d • antibiot ique tetracycline et une sequence 
d'insertion ISS1 (16). L ' augmentation de la temperature de 
30°C a 37°C inhibe la replication de ce plasmide et les 
souches resistantes a la tetracycline obtenues contiennent 
le plasmide integre dans le chromosome. 11 s ' integre de 
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fagon aleatoire dans le chromosome de L . lactis par 
transposition replicative (16) . 



7 ) Mutaqenese par transposition . 

Une mutagenese aleatoire est effectuee avec le 
plasmide thermosensible pGhost8-IS.S2 dans la souche MG13 63 
contenant la fusion promoteur PpepOA-(J-gal . En milieu MCD 
casitone, en presence de P-0-gal, sur 50000 clones blancs 
isoles, 46 presentent un phenotype de couleur bleue. Dans 
ces mutants 1' expression de la fusion (3-gal est dereprimee . 
Le plasmide pGhos t8-IS.S2 est done insere dans un gene dont 
le produit est un represseur direct ou indirect de 
1 ■ expression de PpepOA . 

8 ) Identification des mutants par donate des 

jonctions . 

La transposition par TSS1 dans le chromosome 
donne une insertion du pGhost8 entoure d ■ une copie 
dupliquee de ISS1 . Les jonctions ont ete clonees, en 
utilisant des sites uniques de restriction (EcoRI et 
ffindlll) presents sur le pGhost8 . La digestion du 
chromosome par ces enzymes permet d'obtenir le plasmide 
pGhost8 contenant les regions f lanquantes . Le site de 
transposition est ainsi caracterise par sequengage des 
jonctions avec les oligonucleotides suivants (pour la 
jonction EcoRI : TC ACC TC AT AT AAATTC CCC A et 

AAATGGAACGCTCTTCGG) (pour la jonction Hindlll : 
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC et ACC AAC AGCGAC AATAATC ACA ) . 

9) Mutant codY . 

Une mutagenese aleatoire a permis d'obtenir 
entre autre, des mutants codY pour lesquels la 
transcription de plusieurs genes codant pour des enzymes 
proteolytiques est deregulee. L • inac tivat ion de ce gene 
chez L . lactis augmente 1' expression des genes opp-pepO, 
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pepN et pepC respect ivement d'un facteur 55, 14 et 4 en 
milieu CDM avec casitones oil 1' expression est norma lement 
reprimee par la source de peptides. 

5 10 ) Inactivation de codY par simple crossing- 

over . 

Un fragment PCR de 540 pb a ete amplifie par 
les oligonucleotides suivants (CAGTATGACTGAACGCTTGGC et 
GCGATAACATGCCCTTCTTCA) et clone dans le plasmide pJIM2242 . 
10 Ce plasmide est integre dans le gene codY par simple 

crossing-over et un mutant codY est verifie par une 
hybridation Southern. Ce mutant a le meme phenotype que les 
mutants codY obtenus par mutagenese. 

15 11) Autres mutants . 

La mutagenese aleatoire a permis d' identifier 
plusieurs mutants autre que codY. Des mutations des genes 
dtpT, de 1 ' operon lev, secA, secY, et des genes codant pour 
une helicase, une |J-glucosidase et une enzyme homologue a 

20 une formate dehydrogenase ont egalement conduit a des 

mutants surexprimant au moins pepO ou plusieurs peptidases. 

II - Resultats . 

25 1) Construction du vecteur pVar-1 . 

Des vecteurs integratifs permettant de suivre 
1' expression d'un gene rapporteur sous le controle d'un 
promoteur sur le chromosome ont ete construits . Les genes 
de la luciferase de Vibrio harveyi ont ete utilises comme 

30 gene rapporteur. L'activite luciferase des fusions 

transcriptionnelles avec les promoteurs de genes de 
peptidases est le reflet de 1' expression des genes de 
peptidases (11, 20) . Un vecteur qui se replique de fagon 
conditionnelle a ete utilise pour integrer les fusions 

35 transcriptionnelles sur le chromosome (15) . Ce vecteur a 
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ete congu pour etre facilement transferable par 
conjugaison, en particulier dans des souches industrielles 
dif f icilement transf ormables . Un fragment (gene cluA) de 
1' element chromosomigue de 6 0kb nomme le facteur sexuel, 
que possedent certaines souches de lactocoques, a ete 
introduit dans ce vecteur. Cet element est capable de 
s' auto- transf erer a une haute frequence par conjugaison 
dans l'espece L . lactis (7) . En integrant nos fusions 
transcriptionnelles dans ce facteur sexuel, celles-ci sont 
alors transf erables a d'autres souches de lactocoques par 
conjugaison du facteur sexuel. Parmi differents vecteurs 
construits, le pVar-1 utilise dans cette etude contient, en 
plus des composants decrits ci-dessus un gene de resistance 
a 1 • erythromycine. II a ete verifie que les fusions 
transcriptionnelles integrees au locus promoteur ou dans le 
gene cluA avec le pVar-1 avaient des activites luciferases 
identiques (9) . 

2 ) Expression de fusions avec les promoteurs 
des genes codant pour des peptidases . 

Les promoteurs de 11 genes codant pour des 
peptidases (pep) de L. lactis MG13 63 : pepA, pepC, pepDAl , 
pepF2, pepM, pepN, pepP, pepQ, pepT, pepX ; et les deux 
promoteurs de 1 ' operon opp-pepO (PpepOA et PpepOD) dans 
lequel se trouve le gene pepO, ont ete clones, fusionnes au 
gene lux dans le vecteur pVar-1 et integres par 
recombinaison homologue dans le chromosome de L . lactis 
MG1363 au locus des differents promoteurs. Les deux 
promoteurs de protease (prt des souches WG2 et SK11) sont 
fusionnes au gene lucif erase sur un plasmide. L ' expression 
de ces fusions a ete determinee en milieu CDM et CDM cas et 
les valeurs des mesures luciferases sont rapportees dans la 
figure 1. En milieu CDM, selon le taux de lucif erase 
mesure, les fusions ont ete regroupees en differentes 
classes. La plus forte activite lucif erase est obtenue avec 
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les fusions plasmidiques contenant les promoteurs des genes 
prt (10. 10 3 lux/DO (10 3 )). Pour les fusions chromosomiques, 
la plus forte activite luciferase est obtenue avec les 
promoteurs PpepN, PpepC , PpepOA et PpepOD (la 5 10. 10 3 
lux/DO (10 3 ), une activite moyenne est obtenue avec les 
promoteurs des genes pepQ, pepX, pepM et pepT (200 a 300 
lux/DO (10 3 )) et une activite faible est obtenue avec les 
promoteurs des genes pepP, pepA, pepF2 et pepDAl (20 a 80 
lux/DO (10 3 )). II est a remarquer que les niveaux 
d' expression les plus eleves sont obtenus avec des fusions 
contenant les promoteurs des genes codant pour les 
peptidases de tres large specif icite (pepC, pepN, pepO) et 
pour un systeme de transport des oligopeptides (Opp) qui 
est essentiel a la croissance des lactocoques en milieu 
lait. L 1 expression des genes de peptidases est diminuee en 
milieu CDM cas qui contient une source d' azote constitute 
d'acides amines et de peptides (figure 1). La force des 
promoteurs PpepP, PpepA, PpepF2 , PpepDAl, PpepQ, PpepT et 
PpepM est diminuee de 2 a 3 fois en CDM cas tandis que 
celle des promoteurs PpepX, PpepC, PpepN, PprtPWG2 , 
PprtPSKll, pepO, et 1 ' operon opp-pepO est reprimee 
respectivement 5, 7, 13, 21, 12 et 153 fois par les 
dipeptides du milieu de culture via le pool d'acides amines 
branches dans la cellule. L' analyse des transcrits par 
Northern Blot a permis de confirmer les resultats obtenus 
avec les fusions transcriptionnelles et de montrer que la 
transcription des genes pepDA2 et dtpT, mais non celle de 
dtpP, etait reprimee par les peptides de la casitone 
( figure 2 ) . 

3 ) Obtention et carac terisat ion de mutants 

dereprimes . 

Sur un milieu riche en peptides et en presence 
de P-pgal, la souche sauvage contenant la fusion PpepOA- 
Pgal donne des colonies blanches car 1' expression de la 
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fusion est reprimee . Les mutants obtenus donnent des 
colonies bleues car la fusion fusion FpepOA-Pgal est 
dereprimee . 

Differents genes des mutants dans lesquels le 
pGhost s'est insere ont ete identifies (codY, dtpT, 
1 ' operon lev, secA, secY, et les genes codant pour une p- 
glucosidase et une enzyme homologue a une formate 
deshydrogenase (fdh)). L 1 analyse des ARNm par Northern Blot 
d'une souche mutante cultivee dans un milieu riche en 
peptides, a confirme que la transcription du gene pepO 
n'est plus reprimee dans les mutants des genes codY, dtpT, 
fdh et 1 1 operon lev. La derepression de pepO dans les 
mutants des genes codant pour SecA, SecY et la p- 
glucosidase reste a etre confirme. 

4 ) Caracter isat ion de 1' expression des 
peptidases dans les mutants derequles . 

La transcription des genes de peptidases a ete 
caracterisee dans les mutants par mesure d'activite. Deux 
classes de mutants peuvent etre obtenues, 1 1 une pour 
laquelle la transcription de plusieurs peptidases est 
dereprimee (mutants pleiotropes) et 1 ' autre ou seule la 
transcription du gene pepO est dereprimee. 

Mutants des genes codY, dtzpT : dans un milieu 
riche M17 qui contient des peptides represseurs, les 
activites luciferases ont ete mesurees dans une souche 
sauvage et dans un mutant codY pour les promoteurs PpepOD, 
PpepC et PpepN, et dans un mutant dtpT pour le promoteur 
PpepOD. Dans un mutant codY t la repression de la 
transcription est diminuee d 1 un facteur 35, 4 et 14 
respectivement pour les genes pepOD, pepC et pepAT. Dans un 
mutant dtpT, la repression de la transcription est diminuee 
d'un facteur 15 pour le gene pepOD. 
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RE VEND I C AT I ON S 

1) Mutant de bacterie lactique capable de 
surexprimer une ou plusieurs peptidases, caracterise en ce 
que l'un au moins des facteurs de regulation negative de 
l'un au moins des genes des peptidases desdites bacteries 
est inactive, ledit facteur de regulation negative etant 
choisi dans le groupe comprenant le gene codY, les genes de 
1'operon lev, un gene codant une proteine homologue a une 
P-glucosidase . 



2) Mutant de bacterie lactique selon la 
revendication 1, caracterise en ce que ladite inactivation 

15 est totale ou partielle. 

3) Mutant de bacterie lactique selon l'une des 
revendications 1 ou 2 , caracterise en ce que la sequence 
d'ADN de l'un desdits genes ou d ' une sequence impliquee 
dans 1- expression ou la regulation de ce gene est modifiee. 



4) Mutant de bacterie lactique selon l'une des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'un gene codant 
pour une proteine cofacteur necessaire a l'activite de l'un 
25 desdits genes et/ou la modification d ' un gene implique dans 

1' expression ou la regulation de cette proteine cofacteur 
est modifie. 



5) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que la bacterie lactique est L . lactis. 



6) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que 
35 la bacterie lactique est S. thermophilus . 
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7) Mutant de bacterie lactique selon 1 ' une 
guelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que le gene codY est inactive. 

8) Mutant de bacterie lactique selon 1'uhe 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que la sequence d'ADN du gene codY ou d'une sequence 
impliquee dans 1* expression ou la regulation de ce gene est 
modif iee . 

9) Mutant de bacterie lactique selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'un gene codant pour une proteine cofacteur necessaire 
a l'activite du gene codY et/ou un gene implique dans 
1' expression ou la regulation de ladite proteine cofacteur 
est modif ie. 

10) Mutant de bacterie lactique selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'un des genes de l'operon lev est inactive. 

11) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que la sequence d'ADN de l'un des genes de l'operon lev 
ou d'une sequence impliquee dans 1' expression ou la 
regulation de l'un des genes de cet operon est modif iee. 

12) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'un gene codant pour une proteine cofacteur necessaire 
a l'activite de l'un des genes de l'operon lev et/ou un 
gene implique dans 1' expression ou la regulation de ladite 
proteine cofacteur est modif ie. 
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13) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'un gene codant pour une proteine homologue a une p- 
glucosidase est inactive. 

14) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'un gene codant pour une proteine homologue a une p- 
glucosidase ou une sequence impliquee dans 1' expression ou 
la regulation de ce gene est modifie. 

15) Mutant de bacterie lactique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'un gene codant pour une proteine cofacteur necessaire 
a 1 ' activite d'un gene codant pour une proteine codant pour 
une p-glucosidase et/ou un gene implique dans 1* expression 
ou la regulation de ladite proteine cofacteur est modifie. 

16) Vecteur recombinant pour identifier ou 
selectionner les bacteries lactiques mutantes selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'il comprend un gene marqueur fusionne a un gene de 
peptidase ou un promoteur de de gene, une origine de 
replication inactivee apres integration dans la bacterie, 
un marqueur antibiotique, et une partie du gene cluA. 

17) Methode d ' identification ou de selection 
d'une bacterie lactique mutante selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 15, caracterise en ce que 1'on transfere 
un gene de peptidase ou un promoteur de ce gene dans une 
bacterie par conjugaison avec le vecteur selon la 
revendication 16, puis 1 'on cultive ladite bacterie en 
presence de peptides et 1 1 on mesure par tout moyen 
approprie 1' activite du gene rapporteur. 
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18) Utilisation des mutants de bacteries 
lactiques selon 1'une quelconque des revendications 1 a 15, 
ou un melange de ceux-ci dans un procede de fabrication 
et/ou de maturation du fromage. 
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Fig. 4 



1 50 

codyMG - LLEKTRK IT AILQDGVTDL QQELPYNSMT ERL ANVI DCN ACVINTKGEL 

codybac ALLQKTRIIN SMLQAAA... GKPVNFKEMA ETLRDVI DSN I FWSRRG KL» 

51 100 

codyMG LGYSLPYNTN NDRVDQFFYD RKLPDEYVRA AVRIYDTMAN VPVDRPLAIF 

codybac LGYSINQQIE NDRMKKMLED RQFPEEYTKN LFNVPETSSN LDINSEYTAF 

101 150 

codyMG PEESLSDFPK GVTTLAPIYG SGMRLGTFIM WREDGEFTDD DLVLVELATT 

codybac PVENRDLFQA GLTTIVPIIG GGERLGTLIL SRLQDQFNDD DLILAEYGAT 

151 200 

codyMG VIGVQLSNLK LEQMEENIRK DTMATMAVNT LSYSEMKAVK AIIEELDGEE 

codybac WGMEILREK AEEIEEEARS KAWQMAISS LSYSELEAIE HIFEELDGNE 

201 250 

codyMG GHVIASVIAD KIGITRSVIV NALRKLESAG VIESRSLGMK GTYLKVLNTG 

codybac GLLVASKIAD RVGITRSVIV NALRKLESAG VIESRSLGMK GTYIKVLNNK 

251 261 
codyMG LFDKLAGRNF - 
codybac FLIELENLKS H 



codyMG, sequence proteique de CodY de L . 1 act is subsp. cremoris MG1363 
codybac. sequence proteique de CodY de B . subtxlis 
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LISTE DE SEQUENCES 



INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID No. 1 

l) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID No. 1 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) N OMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID No. 1 

AGAGTAATTT TTCTGACAAT TTTTTATTGT TTTTCCATAT GCTTTTTTAT GTTATACTGA 60 

TTATGAAAAA TTTTGTATAA AAACAAGAAT ATAAAAAAAT AGGAGAACAA AGTGGCTACA 120 

TTA CTT GAA AAA ACA CGT AAA ATC ACC GCG ATT TTG CAA GAT GGA GTG 168 
Leu Leu Glu Lys Thr Arg Lys lie Thr Ala He Leu Gin Asp Gly Val 
15 10 15 

ACC GAT TTG CAA CAA GAG TTG CCA TAC AAC AGT ATG ACT GAA CGC TTG 216 
Thr Asp Leu Gin Gin Glu Leu Pro Tyr Asn Ser Met Thr Glu Arg Leu 
20 25 30 

GCA AAC GTC ATT GAT TGC AAC GCC TGC GTG ATT AAT ACG AAG GGC GAG 2 64 
Ala Asn Val He Asp Cys Asn Ala Cys Val He Asn Thr Lys Gly Glu 
35 40 45 

TTG CTT GGT TAC TCA TTG CCT TAC AAT ACA AAC AAT GAT CGC GTT GAC 312 
Leu Leu Gly Tyr Ser Leu Pro Tyr Asn Thr Asn Asn Asp Arg Val Asp 
50 55 60 

CAA TTT TTC TAC GAT CGT AAA TTG CCT GAC GAA TAC GTT CGT GCA GCA 360 
Gin Phe Phe Tyr Asp Arg Lys Leu Pro Asp Glu Tyr Val Arg Ala Ala 
65 70 75 ~ 80 

GTA CGT ATT TAC GAT ACA ATG GCA AAC GTT CCT GTT GAT CGT CCT TTA 4 08 
Val Arg He Tyr Asp Thr Met Ala Asn Val Pro Val Asp Arg Pro Leu 
85 90 95 

GCA ATT TTC CCA GAA GAA AGT CTT AGC GAT TTT CCA AAA GGT GTA ACA 4 56 
Ala He Phe Pro Glu Glu Ser Leu Ser Asp Phe Pro Lys Gly Val Thr 
100 105 110 

ACT TTA GCG CCT ATC TAT GGT TCT GGA ATG CGT CTT GGA ACA TTT ATT 504 
Thr Leu Ala Pro He Tyr Gly Ser Gly Met Arg Leu Gly Thr Phe He 
115 120 125 

ATG TGG CGT GAA GAT GGT GAA TTT ACA GAT GAC GAT CTT GTT TTG GTT 552 
Met Trp Arg Glu Asp Gly Glu Phe Thr Asp Asp Asp Leu Val Leu Val 
130 135 140 

GAG CTT GCA ACA ACA GTA ATC GGT GTA CAA CTC TCA AAC CTT AAA CTT 600 
Glu Leu Ala Thr Thr Val He Gly Val Gin Leu Ser Asn Leu Lys Leu 
145 150 155 160 

GAA CAA ATG GAA GAA AAT ATC CGT AAA GAC ACT ATG GCA ACA ATG GCT 64 8 
Glu Gin Met Glu Glu Asn He Arg Lys Asp Thr Met Ala Thr Met Ala 
165 170 175 
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GTT AAT ACA CTT TCT TAC TCA GAA ATG AAA GCT GTC AAA GCA ATT ATT 696 

Val Asn Thr Leu Ser Tyr Ser Glu Met Lys Ala Val Lys Ala lie lie 

180 185 190 

GAA GAA CTT GAT GGT GAA GAA GGG CAT GTT ATT GCC TCT GTC ATT GCT 74 4 

Glu Glu Leu Asp Gly Glu Glu Gly His Val He Ala Ser Val He Ala 

195 200 205 

GAC AAG ATT GGT ATT ACA CGT TCA GTG ATT GTT AAT GCT TTA CGT AAA 7 92 

Asp Lys He Gly He Thr Arg Ser Val ile Val Asn Ala Leu Arg Lys 

210 215 220 

CTT GAA TCT GCT GGT GTT ATT GAA TCA CGT TCA CTT GGT ATG AAA GGA 84 0 

Leu Glu Ser Ala Gly Val Ile Glu Ser Arg Ser Leu Gly Met Lys Gly 

225 230 235 " 240 

ACT TAT CTT AAA GTT CTT AAT ACT GGT TTG TTT GAT AAA CTT GCT GGA 888 

Thr Tyr Leu Lys Val Leu Asn Thr Gly Leu Phe Asp Lys Leu Ala Gly 

245 250 ~ 255 

CGT AAT TTC T AAAAGT C AG AGCTTAACGC TTGTTCTTTT ATCATTTGTT 937 
Arg Asn Phe 
259 



INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID No. 2 

i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID No. 2 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID No. 2 



Met Arg Ala He Leu Val Tyr Tyr Leu Tyr Ala Leu Thr Thr Ala Asp 
15 10 15 

AAC GCA GGT TTA GGA CTT CCT AAA GCT CAG GCA ATG GCG ATT GTA AGT 96 

Asn Ala Gly Leu Gly Leu Pro Lys Ala Gin Ala Met Ala Ile Val Ser 
20 25 30 

ATT TAT GGT GCA CTT GTC TAT CTT TCA ACA ATT GTT GGG GGA TGG GTT 14 4 

Ile Tyr Gly Ala Leu Val Tyr Leu Ser Thr He Val Gly Gly Trp Val 
35 40 45 

GCT GAC CGG TTG TTG GGC GCT TCG CGC ACA ATC TTC TTG GGT GGT ATT 192 

Ala Asp Arg Leu Leu Gly Ala Ser Arg Thr Ile Phe Leu Gly Gly Ile 
50 55 60 

TTA ATC ACT TTA GGA CAC GTC GCT TTA GCA ACA CCA TTT GGT TTA TCT 24 0 

Leu Ile Thr Leu Gly His Val Ala Leu Ala Thr Pro Phe Gly Leu Ser 

65 70 75 80 

TCA CTC TTC GTG GCA TTA TTC TTG ATT ATC TTA GGA ACA GGG ATG CTT 28 8 

Ser Leu Phe Val Ala Leu Phe Leu Ile Ile Leu Gly Thr Gly Met Leu 
8 5 90 95 

AAA CCC AAT ATT TCT AAC ATG GTT GGG CAT CTA TAT TCA AAA GAT GAC 336 

Lys Pro Asn Ile Ser Asn Met Val Gly His Leu Tyr Ser Lys Asp Asp 
100 105 110 
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TCA CGT CGT GAT ACT GGA TTT AAT ATC TTT GTA GTC GGA ATT AAT ATG 384 
Ser Arg Arg Asp Thr Gly Phe Asn lie Phe Val Val Gly lie Asn Met 
115 120 125 

GGT TCT CTG ATT GCT CCA TTG ATT GTT GGG ACA GTT GGA CAA GGC GTG 4 32 
Gly Ser Leu lie Ala Pro Leu lie Val Gly Thr Val Gly Gin Gly Val 
130 135 140 

AAC TAC CAC TTA GGT TTC TCA CTT GCC GCA ATC GGA ATG ATT TTT GCA 480 
Asn Tyr His Leu Gly Phe Ser Leu Ala Ala lie Gly Met lie Phe Ala 
145 150 155 160 

TTA TTT GCT TAT TGG TAT GGA CGT CTT CGT CAT TTC CCA GAA ATT GGA 528 
Leu Phe Ala Tyr Trp Tyr Gly Arg Leu Arg His Phe Pro Glu lie Gly 
165 170 175 

CGT GAA CCA TCT AAT CCA ATG GAT GCA AAA GCA AAA CGT AAT TTT ATT 57 6 
Arg Glu Pro Ser Asn Pro Met Asp Ala Lys Ala Lys Arg Asn Phe lie 
180 185 190 

ATT ACA TTA ACG ATT GTT CTT ATC GTT GCT TTA ATC GGA TTT TTC TTA 624 
lie Thr Leu Thr lie Val Leu lie Val Ala Leu lie Gly Phe Phe Leu 
195 200 205 

ATT TAT CAA GCA AGT CCT GCG AAT TTC ATC AAT AAT TTC ATT AAC GTT 672 
lie Tyr Gin Ala Ser Pro Ala Asn Phe lie Asn Asn Phe He Asn Val 
210 215 220 

TTA TCA ATT ATC GGT ATT GTT GTT CCA ATT ATT TAT TTC GTA ATG ATG 720 
Leu Ser He He Gly He Val Val Pro He He Tyr Phe Val Met Met 
225 230 . 235 240 

TTT ACC TCT AAA AAG GTA GAA TCA GAC GAA CGT CGT AAA TTA ACG GCT 7 68 
Phe Thr Ser Lys Lys Val Glu Ser Asp Glu Arg Arg Lys Leu Thr Ala 
245 250 255 

TAT ATT CCT TTG TTC CTT TCT GCT ATT GTC TTT TGG GCA ATT GAA GAA 816 
Tyr He Pro Leu Phe Leu Ser Ala He Val Phe Trp Ala He Glu Glu 
260 265 270 

CAA AGT TCT ACG ATT ATT GCG GTT TGG GGA GAA TCA CGT TCT AAC TTA 8 64 
Gin Ser Ser Thr He He Ala Val Trp Gly Glu Ser Arg Ser Asn Leu 
275 280 285 

AAT CCT ACT TGG TTT GGA TTT ACT TTC CAT ATT GAC CCA TCT TGG TAC 912 
•Asn Pro Thr Trp Phe Gly Phe Thr Phe His He Asp Pro Ser Trp Tyr 
290 295 300 

CAA TTG TTG AAC CCA CTC TTC ATC GTT CTC TTG TCA CCT ATC TTT GTA 960 
Gin Leu Leu Asn Pro Leu Phe lie Val Leu Leu Ser Pro He Phe Val 
305 310 315 320 

CGA ATT TGG AAC AAA TTA GGA GAT CGT CAA CCA TCA ACC ATC GTT AAA 1008 
Arg He Trp Asn Lys Leu Gly Asp Arg Gin Pro Ser Thr He Val Lys 
325 330 335 

TTT GGT CTT GGA CTG ATG TTG ACC GGA GCT TCT TAT TTG ATT ATG ACA 1056 
Phe Gly Leu Gly Leu Met Leu Thr Gly Ala Ser Tyr Leu He Met Thr 
340 345 350 

CTT CCT GGA CTC TTG AAT GGG ACT TCT GGA CGT GCG AGT GCT CTT TGG 1104 
Leu Pro Gly Leu Leu Asn Gly Thr Ser Gly Arg Ala Ser Ala Leu Trp 
355 360 365 
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CTA GTA TTG ATG TTT GCT GTT CAA ATG GCA GGT GAA TTA CTT GTT TCA 1152 
Leu Val Leu Met Phe Ala Val Gin Met Ala Gly Glu Leu Leu Val Ser 
370 375 380 

CCA GTT GGT TTA TCA GTT TCA ACA AAA TTA GCG CCA GTA GCA TTC CAA 1200 
Pro Val Gly Leu Ser Val Ser Thr Lys Leu Ala Pro Val Ala Phe Gin 
385 390 395 400 

TCT CAA ATG ATG GCA ATG TGG TTC TTG GCA GAC TCA ACT TCA CAA GCG 124 8 
Ser Gin Met Met Ala Met Trp Phe Leu Ala Asp Ser Thr Ser Gin Ala 
405 410 415 

ATT AAT GCC CAA ATT ACA CCT ATC TTT AAA GCA GCA ACA GAA GTT CAC 1296 
He Asn Ala Gin He Thr Pro He Phe Lys Ala Ala Thr Glu Val His 
420 425 430 

TTC TTT GCA ATT ACA GGG ATT ATC GGT ATT ATC GTT GGA ATC ATC CTC 134 4 
Phe Phe Ala He Thr Gly He He Gly He He Val Gly He He Leu 
435 440 445 

CTT ATT ATC AAA AAA CCT ATT TTG AAA TTA ATG GGA GAT GTT CGT 138 9 

Leu He He Lys Lys Pro lie Leu Lys Leu Met Gly Asp Val Arg 
4 50 4 55 4 60 

INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID No. 3 

1) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID No. 3 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID No. 3 

ATG GAA AAT GTT GCC TTA ACT CAC TTT GTA GAT AAT GCT TTA CGT GCC 4 8 
Met Glu Asn Val Ala Leu Thr His Phe Val Asp Asn Ala Leu Arg Ala 
1 5 10 15 

AAC TTT ATC ATG CTT CAC GAC ATC GAC TAT ATG GTT GAT GAA AAC CAA 96 
Asn Phe He Met Leu His Asp He Asp Tyr Met Val Asp Glu Asn Gin 
20 25 30 

GAA GTT TTG ATT ATT GAC CAA TTT ACT GGA CGT ACG ATG CCT GGA CGT 144 
Glu Val Leu He He Asp Gin Phe Thr Gly Arg Thr Met Pro Gly Arg 
35 40 4 5 

CGC TAT TCT GAT GGT CTT CAC CAA GCA ATT GAA GCT AAA GAA GCT GTG 192 
Arg Tyr Ser Asp Gly Leu His Gin Ala He Glu Ala Lys Glu Ala Val 
50 55 60 

'CCA ATT CAA GAT GAA TCA AAA ACA ATG GCT TCA ATT ACG ATT CAA AAC 24 0 
Pro He Gin Asp Glu Ser Lys Thr Met Ala Ser He Thr He Gin Asn 
6 5 70 75 80 

TAC TTC CGG ATG TAT AAA AAA CTG TCA GGG ATG ACA GGG ACT GCT AAA 288 
Tyr Phe Arg Met Tyr Lys Lys Leu Ser Gly Met Thr Gly Thr Ala Lys 
85 90 95 

ACC GAA GAA GAA GAA TTC CGT GAG ATT TAT AAC ATT CAA ATC ACA CCA 336 
Thr Glu Glu Glu Glu Phe Arg Glu He Tyr Asn He Gin He Thr Pro 
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ATT 
lie 



TAC 
Tyr 

CGT 
Arg 
145 

GAA 
Glu 



CCA ACC 
Pro Thr 
115 

CCA ACT 
Pro Thr 
130 

CGT CAT 
Arg His 



ACT TCC 
Thr Ser 



ICC 

AAC 
Asn 



TTG 
Leu 



GCT 
Ala 



GAA 
Glu 



CAC GAA GTT TTG 
His Glu Val Leu 
180 

ATG AAT GCG GGT 
Met Asn Ala Gly 
195 

GGT CGT GGG ACT 
Gly Arg Gly Thr 
210 

GAC CCT GAA TTC 
Asp Pro Glu Phe 
225 

TCT CGT CGT ATT 
Ser Arg Arg lie 



GAC CCA GGG GTT 
Asp Pro Gly Val 
260 

AAA CGT TTT GGT 
Lys Arg Phe Gly 
275 

ATT TCT GGT GAA 
He Ser Gly Glu 
290 

ATT GAA AGT TCA 
He Glu Ser Ser 
305 

AAA CAA GTC TTG 
Lys Gin Val Leu 



ATT TAT GCG CAA 
He Tyr Ala Gin 
340 



CGT 
Arg 



GAA 
Glu 



GAA 
Glu 



TTG 
Leu 
165 

AAT 
Asn 



CAA 
Gin 



GAT 
Asp 

CGA 
Arg 



GAT 
Asp 
245 

TCA 
Ser 



TCG 
Ser 



GAT 
Asp 



CAA 
Gin 



CAA 
Gin 
325 

CGT 
Arg 



CCT 
Pro 



GCT 
Ala 



GGT 
Gly 
150 

ATT 
He 



105 

GTT CAA CGT 
Val Gin Arg 
120 

AAA TTT AAA 
Lys Phe Lys 
135 

CAA CCA ATA 
Gin Pro He 



TCT AAG AAA 
Ser Lys Lys 



GCG AAA AAT CAC 
Ala Lys Asn His 
185 

CAA GGA GCA GTA 
Gin Gly Ala Val 
200 

ATC AAG CTT GGG 
He Lys Leu Gly 
215 

GGT CTT GCT GTT 
Gly Leu Ala Val 
230 

AAT CAA TTA CGT 
Asn Gin Leu Arg 



CAA TTC TAT CTT 
Gin Phe Tyr Leu 
265 

GAA CGT GTT TCA 
Glu Arg Val Ser 
280 

GCT GTC ATC AAA 
Ala Val He Lys 
295 

AAA CGT GTC GAA 
Lys Arg Val Glu 
310 

TAT GAT GAT GTC 
Tyr Asp Asp Val 



CAG GAA GTT ATC 
Gin Glu Val He 
345 



TTA GAT CAT 
Leu Asp His 



GCA GTT ATT 
Ala Val He 
140 

TTG ATT GGT 
Leu He Gly 
155 

TTG GTT GAA 
Leu Val Glu 
170 

TTC CGT GAA 
Phe Arg Glu 



ACG ATT GCG 
Thr He Ala 



CCT GGT GTA 
Pro Gly Val 
220 

ATT GGT ACT 
He Gly Thr 
235 

GGT CGT TCT 
Gly Arg Ser 
250 

TCT CTT GAA 
Ser Leu Glu 



GCT TTC CTA 
Ala Phe Leu 



TCT GGC TTG 
Ser Gly Leu 
300 

GGA AAT AAC 
Gly Asn Asn 
315 

ATC CGT GAG 
He Arg Glu 
330 

TTG GCT ACA 
Leu Ala Thr 



110 

CCA GAT 
Pro Asp 
125 

GAT GAT 
Asp Asp 

ACT GTT 
Thr Val 



GCA AAA 
Ala Lys 



GCA CAA 
Ala Gin 
190 

ACC AAC 
Thr Asn 
205 

ATT GAT 
He Asp 



GAG CGT 
Glu Arg 



GGA CGT 
Gly Arg 



GAT GAA 
Asp Glu 
270 

GAT AGA 
Asp Arg 
285 

ATT ACT 
He Thr 



TAC GAT 
Tyr Asp 

CAA CGT 
Gin Arg 



GAA GAT 
Glu Asp 
350 



TTA CTT 
Leu Leu 



ATT AAA 
He Lys 

GCT GTC 
Ala Val 
160 

ATT CCT 
He Pro 
175 

ATC ATC 
He He 



ATG GCC 
Met Ala 



CAT GTA 
His Val 



CAT GAA 
His Glu 
240 

CAA GGT 
Gin Gly 
255 

TTA ATG 
Leu Met 



ATG CGT 
Met Arg 

CGT CAG 
Arg Gin 



TCT CGT 
Ser Arg 
320 

GAA GTT 
Glu Val 
335 

ATG ACT 
Met Thr 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



CCT GTT TTG ATG GGC ATG TTC AAG CGA ACA ATT GAT CGT CAA GTG GAT 1104 
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Pro Val Leu Met Gly Met Phe Lys Arg Thr lie Asp Arg Gin Val Asp 
355 360 365 



GGT CAT GAA CTT GCA GGA AGT CTT AAA GAT GAA GAA AAT GTC AAA AAT 
Gly His Glu Leu Ala Gly Ser Leu Lys Asp Glu Glu Asn Val Lys Asn 
370 375 380 



1152 



CTC TTG CAA ACA TTA CAC AAT ACA ATG TTG CCA GAA GAT GGC ATT GAA 1200 

Leu Leu Gin Thr Leu His Asn Thr Met Leu Pro Glu Asp Gly lie Glu 

385 390 395 ' 400 

TTG TCT GAA CTG ACA GGT TTG TCA GTA CAA GCA ATG AAA GAT TTG ATT 124 8 

Leu Ser Glu Leu Thr Gly Leu Ser Val Gin Ala Met Lys Asp Leu He 

405 410 415 

TTT GAT AAA GTC AAA GCT CGT TAT GCT TCA CAA ATG GAA AAA TTA TCT 1296 

Phe Asp Lys Val Lys Ala Arg Tyr Ala Ser Gin Met Glu Lys Leu Ser 

420 425 430 

*GAC CCA GAA CGT CAG TTG GAA TTC CAA CGT GCA GTT ATC TTA CGA GTT 134 4 

Asp Pro Glu Arg Gin Leu Glu Phe Gin Arg Ala Val He Leu Arg Val 
435 440 445 

GTT GAT AAT AAC TGG TCA GAA CAC ATT GAT GCG CTT GAC CAA ATG CGT 1392 

Val Asp Asn Asn Trp Ser Glu His He Asp Ala Leu Asp Gin Met Arg 
450 455 460 



CAA TCA GTA GGA CTT CGT GGT TAT GCC CAA AAT AAC CCT ATT GTT GAA 14 40 
Gin Ser Val Gly Leu Arg Gly Tyr Ala Gin Asn Asn Pro He Val Glu 
465 470 475 480 

TAT CAA GAA GAA TCA TAT AAA ATG TAC AAT AAT ATG ATT GGT GCG ATT 14 88 
Tyr Gin Glu Glu Ser Tyr Lys Met Tyr Asn Asn Met He Gly Ala He 
485 490 495 

GAA TTT GAA GTG ACT CGT TTG ATG ATG AAA GCT CAA ATT CAA CCA CAA 1536 
Glu Phe Glu Val Thr Arg Leu Met Met Lys Ala Gin He Gin Pro Gin 
500 505 510 

ACG GCA ATC CGT CAG GAA GCG CCA AGA ATG ACA ACC ACA GCT TCA CAA 1584 
Thr Ala He Arg Gin Glu Ala Pro Arg Met Thr Thr Thr Ala Ser Gin 
515 520 525 

"GAA AAT ATT ACA AAT GTT GAT ACT GAA CAT TCT GTC AGT GAA GAA ATT 1632 
Glu Asn He Thr Asn Val Asp Thr Glu His Ser Val Ser Glu Glu He 
530 535 540 

TCA TTT GAA AAT GTT GGT CGT AAC GAC CTT TGT CCT TGT GGT TCT GGT 1680 
Ser Phe Glu Asn Val Gly Arg Asn Asp Leu Cys Pro Cys Gly Ser Gly 
545 550 555 560 

AAG AAG TTT AAA AAT TGT CAC GGA CGT ACA CAT ATT GCC 1719 
Lys Lys Phe Lys Asn Cys His Gly Arg Thr His He Ala 
565 570 573 
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INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID No. 4 
i) CARACTERI STIQUE DE LA SEQUENCE ID No. 4 
•A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID No. 4 

ATG TTT TTT AAG ACG CTT AAG GAA GCC TTT AAG GTC AAA GAC GTC CGA 4 8 
Met Phe Phe Lys Thr Leu Lys Glu Ala Phe Lys Val Lys Asp Val Arg 
15 10 * 15 

GCA AGA ATT CTC TTT ACG ATT TTC ATC CTT TTT GTT TTC CGC TTA GGT 96 
Ala Arg lie Leu Phe Thr He Phe He Leu Phe Val Phe Arg Leu Gly 
20 25 30 

GCT CAT ATT ACG GTA CCT GGC GTC AAC GTT CAA AAC TTA ACA GAA GTA 14 4 
Ala His He Thr Val Pro Gly Val Asn Val Gin Asn Leu Thr Glu Val 
35 40 45 

AGT AAT CTT CCT TTC TTG AAC ATG ATG AAC TTG GTT TCT GGT AAT GCC 192 
Ser Asn Leu Pro Phe Leu Asn Met Met Asn Leu Val Ser Gly Asn Ala 
50 55 60 

ATG CAA AAC TAC TCA CTC TTT GCA ATG GGA GTT TCG CCT TAT ATC ACT 24 0 
*Met Gin Asn Tyr Ser Leu Phe Ala Met Gly Val Ser Pro Tyr He Thr 
65 70 7 5 80 

GCT TCA ATC ATT GTT CAA TTG TTG CAA ATG GAT ATT TTA CCA AAA TTT 288 
Ala Ser He He Val Gin Leu Leu Gin Met Asp He Leu Pro Lys Phe 
85 90 95 

GTT GAG TGG TCA AAA CAA GGG GAA ATT GGA CGT CGT AAA CTG AAT CAA 336 
Val Glu Trp Ser Lys Gin Gly Glu He Gly Arg Arg Lys Leu Asn Gin 
100 105 110 

GCG ACA CGT TAC ATT ACC TTA GTG CTT GCT ATG GCA CAA TCT ATC GGG 384 
Ala Thr Arg Tyr He Thr Leu Val Leu Ala Met Ala Gin Ser He Gly 
115 120 125 

ATT ACT GCT GGT TTC CAA GCC ATG AGC TCG TTA AAT ATT GTG CAA AAT 4 32 
He Thr Ala Gly Phe Gin Ala Met Ser Ser Leu Asn He Val Gin Asn 
130 135 140 

CCA AAT TGG CAA AGC TAT TTG ATG ATT GGT GCA ATT TTG ACC ACT GGT 4 80 
Pro Asn Trp Gin Ser Tyr Leu Met He Gly Ala He Leu Thr Thr Gly 
145 150 155 160 

TCA ATG GTT GTC ACT TGG ATG GGT GAA CAA ATT AAT GAC CAA GGT TTT 528 
3er Met Val Val Thr Trp Met Gly Glu Gin He Asn Asp Gin Gly Phe 
165 170 175 

GGC TCA GGT GTT TCA GTA ATC ATC TTT GCT GGG ATT GTC TCT AGT ATT 57 6 
Gly Ser Gly Val Ser Val He He Phe Ala Gly He Val Ser Ser He 
180 185 ' 190 

CCA TCA GCC ATC AAA TCT GTT TAT GAT GAA AAA TTC TTA AAC GTA AGA 62 4 
Pro Ser Ala He Lys Ser Val Tyr Asp Glu Lys Phe Leu Asn Val Arg 
195 200 205 
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CCA TCT GAA ATT CCT ATG TCT TGG ATA TTT GTT ATT GGA TTG ATT TTG 
Pro Ser Glu He Pro Met Ser Trp He Phe Val He Gly Leu He Leu 
210 215 220 

TCA GCA ATT GTC ATT ATT TAT GTT ACA ACA TTT GTT CAA CAA GCG GAA 
Ser Ala He Val He He Tyr Val Thr Thr Phe Val Gin Gin Ala Glu 
225 230 235 240 

CGT AAA GTA CCA ATT CAA TAC ACT AAG TTG ACT CAA GGC GCA CCA ACA 
Arg Lys Val Pro He Gin Tyr Thr Lys Leu Thr Gin Gly Ala Pro Thr 
245 250 255 

AGT TCG TAC TTT CCA CTT CGT GTC AAT CCA GCT GGT GTT ATC CCA GTT 
Ser Ser Tyr Phe Pro Leu Arg Val Asn Pro Ala Gly Val He Pro Val 
260 265 1 270 

ATC TTT GCT GGT TCA ATT ACA ACT GCT CCT GCT ACG ATC TTG CAA TTC 
He Phe Ala Gly Ser He Thr Thr Ala Pro Ala Thr He Leu Gin Phe 
275 280 285 

TTG CAA CGT TCA CAA GGT AGC AAT GTA GGT TGG TTA TCA ACC TTA CAA 
Leu Gin Arg Ser Gin Gly Ser Asn Val Gly Trp Leu Ser Thr Leu Gin 
290 295 300 

AAC GCC TTG TCA TAT ACG ACT TGG ACA GGA ATG CTC TTC TAC GCA TTA 
Asn Ala Leu Ser Tyr Thr Thr Trp Thr Gly Met Leu Phe Tyr Ala Leu 
305 310 315 320 

TTG ATT GTT CTC TTT ACT TTC TTC TAC TCA TTC GTT CAG GTC AAT CCT 
Leu He Val Leu Phe Thr Phe Phe Tyr Ser Phe Val Gin Val Asn Pro 
325 330 335 

GAA AAG ATG GCT GAA AAC CTT CAA AAA CAA GGC TCT TAC ATT CCA TCT 
Glu Lys Met Ala Glu Asn Leu Gin Lys Gin Gly Ser Tyr He Pro Ser 
340 345 350 

GTT CGT CCG GGT AAA GGA ACC GAA AAG TAT GTT TCT CGT CTC TTA ATG 
Val Arg Pro Gly Lys Gly Thr Glu Lys Tyr Val Ser Arg Leu Leu Met 
355 360 365 

CGT CTT GCA ACG GTT GGT TCG CTC TTC CTT GGA TTG ATT TCA ATC ATT 
Arg Leu Ala Thr Val Gly Ser Leu Phe Leu Gly Leu He Ser He He 
370 375 380 

CCA ATT GCG GCC CAA AAC GTT TGG GGA CTT CCA AAA ATC GTC GCT CTT 
Pro He Ala Ala Gin Asn Val Trp Gly Leu Pro Lys He Val Ala Leu 
385 390 395 400 

GGA GGG ACA TCA TTA TTA ATC TTG ATT CAA GTT GCG ATT CAA GCA GTT 
Gly Gly Thr Ser Leu Leu He Leu He Gin Val Ala He Gin Ala Val 
405 410 415 

AAA CAA CTT GAA GGA TAT TTA CTT AAA CGT AAA TAT GCA GGA TTT ATG 
Lys Gin Leu Glu Gly Tyr Leu Leu Lys Arg Lys Tyr Ala Gly Phe Met 
420 425 430 

GAT AAT CCA CTT GAA ACA AAA 
Asp Asn Pro Leu Glu Thr Lys 
435 439 
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INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID NO: 5 

i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID NO: 5 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID NO: 5 

GTAATATTTT TATGAAAACA TTTGCAAATA TCGATTTGAA GTAGTATAAT AACTAAGTAA 60 

TAATTTTTAT TATAATCTTA TATAGGAGGT TACTCACATT GAGTATCGGA ATTGTTATTG 120 

CGAGCC ATG GTG AAT TCG CCG CAG ATC AAA CAA TCT GGT TCT ATG ATT 168 
Met Val Asn Ser Pro Gin lie Lys Gin Ser Gly Ser Met lie 
1 5 10 

•TTC GGA GAG CAA GAA AAA GTA CAA GTT GTT ACT TTT ATG CCT AGC GAA 216 
Phe Gly Glu Gin Glu Lys Val Gin Val Val Thr Phe Met Pro Ser Glu 
15 20 25 30 

GGA CCA ACT GAT TTG CAT GCT AAA ATC GAA GCT GCC ATC GCA ACA TTT 264 
Gly Pro Thr Asp Leu His Ala Lys lie Glu Ala Ala lie Ala Thr Phe 
35 40 45 

GAT GCT GAA GAT GAA GTA CTT GTC CTT GCT GAC TTA TGG AGC GGT TCT 312 
Asp Ala Glu Asp Glu Val Leu Val Leu Ala Asp Leu Trp Ser Gly Ser 
50 55 60 

CCA TTT AAT CAA GCA AGT GCA GTG ATG GGT GAA AAT CCA GAG CGC AAG 360 
Pro Phe Asn Gin Ala Ser Ala Val Met Gly Glu Asn Pro Glu Arg Lys 
65 70 75 

ATT GCT ATC ATC ACA GGC CTC AAC CTG CCT ATG CTT ATC CAA GCC TAC 4 08 
lie Ala lie lie Thr Gly Leu Asn Leu Pro Met Leu lie Gin Ala Tyr 
80 85 90 

ACA GAA CGC ATG ATG GAT GCG TCT GCC GGG GTG GAT AAA GTC GTA GCA 4 56 
Thr Glu Arg Met Met Asp Ala Ser Ala Gly Val Asp Lys Val Val Ala 
95 100 105 110 

•AAT ATT ATG AAA GAA GCC AAA GGC GGT ATT AAA GTA CTA CCT GAA GAA 504 
Asn lie Met Lys Glu Ala Lys Gly Gly lie Lys Val Leu Pro Glu Glu 
115 120 125 

CTT CAA CCT GCT GAA GAA ACT GCT GTT GCA GCT GCT CCG GCT GCT GTT 552 
Leu Gin Pro Ala Glu Glu Thr Ala Val Ala Ala Ala Pro Ala Ala Val 
130 135 140 

CAA GGT GCG ATT CCT GAA GGA ACA GTC ATC GGT GAT GGT AAA ATT AAA 600 
Gin Gly Ala lie Pro Glu Gly Thr Val lie Gly Asp Gly Lys lie Lys 
145 150 155 

ATT AAC CTC GCT CGT ATT GAC TCA CGT TTG CTT CAC GGA CAA GTT GCA 64 8 
lie Asn Leu Ala Arg lie Asp Ser Arg Leu Leu His Gly Gin Val Ala 
160 165 170 

ACT GCT TGG ACT CCA GAC TCA AGA GCA AAC CGC ATC ATC GTT GTT TCT 696 
Thr Ala Trp Thr Pro Asp Ser Arg Ala Asn Arg lie lie Val Val Ser 
175 180 185 190 
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GAC ACC GTT TCT AAA GAT GAA CTT CGT AAG AAG CTC ATT GAA CAA GCG 
•Asp Thr Val Ser Lys Asp Glu Leu Arg Lys Lys Leu He Glu Gin Ala 
195 200 205 

GCT CCA ACT GGT GTA AAA GCT AAC GTT ATA CCA ATT AAG AAA ATG ATT 
Ala Pro Thr Gly Val Lys Ala Asn Val He Pro He Lys Lys Met He 
210 215 220 

GAA GTT GCT AAA GAC CCA CGT TTT GGT GAC ACT AAA GCC CTT CTT CTT 
Glu Val Ala Lys Asp Pro Arg Phe Gly Asp Thr Lys Ala Leu Leu Leu 
225 230 235 

TTC GAA ACG CCA CAA GAC GCT CTT GCA ACA ATC GAA GGT GGC GTA CCA 
Phe Glu Thr Pro Gin Asp Ala Leu Ala Thr He Glu Gly Gly Val Pro 
240 245 250 

ATT GAA ACA TTG AAC GTT GGT TCT ATG GCT CAC TCA ACT GGT AAA ACA 
He Glu Thr Leu Asn Val Gly Ser Met Ala His Ser Thr Gly Lys Thr 
255 260 265 270 

ATG CTC AAC AAA GTT CTT TCT ATG GAC AAA GAT GAC GTT GCT ACT TTT 
Met Leu Asn Lys Val Leu Ser Met Asp Lys Asp Asp Val Ala Thr Phe 
275 280 285 

GAA AAA TTG CGT GAC CTC GGA GTT AAA TTC GAC GTA CGT AAA GTT CCA 
•Glu Lys Leu Arg Asp Leu Gly Val Lys Phe Asp Val Arg Lys Val Pro 
290 295 300 

GCT GAC TCT AAA TCT GAC CTC TTT GGT TTG ATT AAC AAA GCT GAC GTA 
Ala Asp Ser Lys Ser Asp Leu Phe Gly Leu He Asn Lys Ala Asp Val 
305 310 315 

CAA TAATCAGAAT AT GCT CGT AT GATATTCTGA TTACTAAAAT TGAATATTAG 
Gin 



GCAGCCAAAT AATTAAGGAG ATATAAAAAA C ATG GAA TAC GGT GTT TTA TCT 

Met Glu Tyr Gly Val Leu Ser 
320 325 

GTA ATC TTG GTC ATT GTT GTT GCC TTC CTT GCT GGT CTT GAA GGT ATC 
Val He Leu Val He Val Val Ala Phe Leu Ala Gly Leu Glu Gly He 
330 335 340 

CTT GAC CAA TGG CAA TTC CAC CAA CCA ATT ATC GCG TGC TCG CTC ATC 
Leu Asp Gin Trp Gin Phe His Gin Pro He He Ala Cys Ser Leu He 
345 350 355 

GGT ATT GTT ACC GGT CAT GCT TCT GCA GGG ATT ATC CTC GGT GGT TCA 
Gly He Val Thr Gly His Ala Ser Ala Gly He He Leu Gly Gly Ser 
360 365 370 

CTT CAA TTG ATC GCT CTT GGT TGG GCT AAC GTT GGT GCC GCT GTC GCA 
Leu Gin Leu He Ala Leu Gly Trp Ala Asn Val Gly Ala Ala Val Ala 
375 380 385 390 

CCC GAT GCT GCC CTT GCC TCT ATC GCA TCA TCT ATC TTG ATG GTT CAA 
Pro Asp Ala Ala Leu Ala Ser He Ala Ser Ser He Leu Met Val Gin 
395 400 405 

TCA AAT AAC TTT GAC TTG ACT CAC ATC ATG GGT ACT ATC GTT CCT GCT 
Ser Asn Asn Phe Asp Leu Thr His He Met Gly Thr He Val Pro Ala 
410 415 420 
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GCT ATC TTG CTT GCA ACT GCT GGT CTT GTA TTG ACT ACT CTT GTA CGT 1521 
Ala lie Leu Leu Ala Thr Ala Gly Leu Val Leu Thr Thr Leu Val Arg 
425 430 435 

ATG CTT TCA GTT GTG CTC GTT CAC CAA GCT GAC CGT GCT GCT GAA AAT 1569 
Met Leu Ser Val Val Leu Val His Gin Ala Asp Arg Ala Ala Glu Asn 
440 445 450 

GGT TCA TAC TCA GGT GTT GAA ATG TGG CAC TTC ATC GCG CTT ATC TGT 1617 
Gly Ser Tyr Ser Gly Val Glu Met Trp His Phe lie Ala Leu lie Cys 
455 460 465 470 

CAA GGT TTG CGT ATT GCT ATC CCT GCT GGA CTT CTT TTG GTT ATC TCA 1665 
Gin Gly Leu Arg lie Ala lie Pro Ala Gly Leu Leu Leu Val lie Ser 
475 480 485 

CCA GAT GCT ATC CAA AAA GCA CTT GCT GCT ATT CCT CCA GTT ATC TCT 1713 
Pro Asp Ala lie Gin Lys Ala Leu Ala Ala lie Pro Pro Val lie Ser 
490 495 500 

GGC GGT CTT GCT GTC GGT GGT GGG ATG GTT GTT GCC GTT GGT TAT GCA 17 61 
Gly Gly Leu Ala Val Gly Gly Gly Met Val Val Ala Val Gly Tyr Ala 
505 510 515 

ATG GTT ATC AAC CTT ATG GCT ACT CGT GAA GTA TGG CCA TTC TTC TTC 1809 
Met Val lie Asn Leu Met Ala Thr Arg Glu Val Trp Pro Phe Phe Phe 
520 525 530 

CTT GGT TTC GCT CTC GCA CCA ATC TCT GAA TTA ACA TTG ATT GCA ACT 1857 
Leu Gly Phe Ala Leu Ala Pro lie Ser Glu Leu Thr Leu lie Ala Thr 
535 540 545 550 

GGT GTC CTC GGT GTT GTT ATC GCT ATC GTT TAC CTT AAC CTC CAA GCT 1905 
Gly Val Leu Gly Val Val lie Ala He Val Tyr Leu Asn Leu Gin Ala 
555 560 565 

TCT GGT GGT TCT GGA AAT GGT ACT GCA TCT TCA TCA GGT GAC CCA ATT 1953 
Ser Gly Gly Ser Gly Asn Gly Thr Ala Ser Ser Ser Gly Asp Pro He 
570 575 580 

GGC GAC ATC TTG AAC GAC TAC TAAGAAAGGA GGATCTAAAA A ATG TCT GAA 2004 
Gly Asp He Leu Asn Asp Tyr Met Ser Glu 

585 590 

AAT AAA GTA ACT CTT GAT AAG AAA ATC CGT CGT AGC GTT ATG TGG CGT 2052 
Asn Lys Val Thr Leu Asp Lys Lys He Arg Arg Ser Val Met Trp Arg 
595 600 605 

TCA ATG TTC CTC CAA GGT TCT TGG AAC TAC GAA CGT ATG CAA AAT GGT 2100 
Ser Met Phe Leu Gin Gly Ser Trp Asn Tyr Glu Arg Met Gin Asn Gly 
610 615 620 

GGT TGG GCT TAC TCG CTC ATT CCA GCA TTG AAA AAA CTC TAC CCT TCT 2148 
Gly Trp Ala Tyr Ser Leu He Pro Ala Leu Lys Lys Leu Tyr Pro Ser 
625 630 635 " 640 

GGC GAA GAA GCT AAA GAA GCT TTG AAA CGT CAC TTG GAA TTC TTT AAT 2196 
Gly Glu Glu Ala Lys Glu Ala Leu Lys Arg His Leu Glu Phe Phe Asn 
645 650 655 
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ACT CAC CCA TAC GTT GCC GCT CCT ATC ATC GGT GTA ACT CTT GCC CTT 224 4 

Thr His Pro Tyr Val Ala Ala Pro lie He Gly Val Thr Leu Ala Leu 

660 665 670 

GAA GAA GAA CGT GCT AAC GGT GCT GAT ATC GAT GAT GCC GCT ATT CAA 22 92 

Glu Glu Glu Arg Ala Asn Gly Ala Asp He Asp Asp Ala Ala He Gin 

675 680 685 

GGG GTT AAA GTT GGT ATG ATG GGT CCT CTT GCC GGT ATC GGT GAC CCT 234 0 

Gly Val Lys Val Gly Met Met Gly Pro Leu Ala Gly He Gly Asp Pro 

690 695 700 

GTC TTC TGG TTT ACA GTA CGT CCT ATC GTT GGT GCG ATT GCA GCT TCA 2388 

Val Phe Trp Phe Thr Val Arg Pro He Val Gly Ala He Ala Ala Ser 

705 710 715 720 

TTG GCT ACT GGT GGA TCA ATT ATC GCT CCA CTC TTC TTC TTC ATC GTG 24 36 

Leu Ala Thr Gly Gly Ser He He Ala Pro Leu Phe Phe Phe He Val 

725 730 735 

TGG AAC GCT ATC CGT ATC GCT TTC TTG TGG TAC ACT CAA GAA TTT GGT 24 84 

Trp Asn Ala He Arg He Ala Phe Leu Trp Tyr Thr Gin Glu Phe Gly 

740 745 750 

TAT AAA TCA GGT TCT GCA ATC ACT AAA GAC CTT GGT GGA GGA CTT CTC 2532 

Tyr Lys Ser Gly Ser Ala He Thr Lys Asp Leu Gly Gly Gly Leu Leu 

755 760 765 

CAA ACT GTT ACT AAA GGT GCA TCT ATC CTT GGT ATG TTC GTC CTT GGT 2580 

Gin Thr Val Thr Lys Gly Ala Ser He Leu Gly Met Phe Val Leu Gly 

770 775 780 

GTA TTG ATT CAA CGT TGG GTA ACA ATT AAC TTT AAT GGT CCT AAC GCT 2628 

Val Leu He Gin Arg Trp Val Thr He Asn Phe Asn Gly Pro Asn Ala 

785 790 795 800 

GTT GTT TCA AAA ATT CCT TTA CAA AAA GGT GCT TAT CTA GAA TTC CCT 267 6 

Val Val Ser Lys He Pro Leu Gin Lys Gly Ala Tyr Leu Glu Phe Pro 

805 810 815 

AAA GGT TCT GTA TCT GGT ACA CAA CTT CAT GAT ATT CTT GGT CAA GTT 27 24 

Lys Gly Ser Val Ser Gly Thr Gin Leu His Asp He Leu Gly Gin Val 

820 825 830 

GGT AAC AAA CTT TCT CTT GAT CCT ACA AAA GTA ACT TAC CTT CAA GAT 2772 

Gly Asn Lys Leu Ser Leu Asp Pro Thr Lys Val Thr Tyr Leu Gin Asp 

835 840 845 

AAC TTG AAT CAA TTG ATT CCT GGT CTT GCT GGT TTG CTT ATC ACA TTC 2820 

Asn Leu Asn Gin Leu He Pro Gly Leu Ala Gly Leu Leu He Thr Phe 

850 855 860 

CTT TGC ATG TGG TTG CTT AAG AAA AAA GTT TCT CCA ATC GTT ATT ATC 28 68 

Leu Cys Met Trp Leu Leu Lys Lys Lys Val Ser Pro He Val He He 

865 870 875 880 

TTT GGT CTC TTC GTC GTG GGT ATC CTC GGT CGA TGG GCT CAA ATC ATG 2 916 

Phe Gly Leu Phe Val Val Gly lie Leu Gly Arg Trp Ala Gin lie Met 

885 890 895 
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.INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID NO : 6 
i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID NO: 6 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID NO: 6 



GACTTTATTA TCTTTCAAAA GTTGATAGGT 

TACTTCTAGT TCAGAAGTAA GATTTTTTAT 

TAAATCTTCT CCGTTTGTCG AAATCACTTT 

ACGTTTATAA TCTTTATCTA TATAAACAAA 

AGAGTAAAGG TCCGTTGCAG ACCATGTAAG 

CGCTTCTTTC ATACGAGCAA TATGGTCTGC 
CGTTCCG 



GTTTTTATTT CATCTGTTAA AATTATTGTT 60 

AAAATCTGTT AAGGAAATTT CTTAGTAACT 120 

TTTGTACCAG TCAAAGCCCC GTTTTTTGAT 180 

ACCATAACGT TTTTCAAAAC CTTCACGAGT 24 0 

ATAACCAATC ATTTCTACTC CCTCTTCAAC 300 

TAAATACTTA ATTCTGTAAT CATCATTAAC 360 

367 



INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID NO: 7 

i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID NO: 7 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID NO: 7 

TTCATTTTAT ACAAAGGAGT CCCA ATG ATA AAA GCA ATT GCC TTA GAA AAT 51 

Met lie Lys Ala lie Ala Leu Glu Asn 
1 5 

GTT TGG TTA AAT TTT TCA GAT GAA ACA AAA GCG GCT TTC AAG AAA AAT 99 
Val Trp Leu Asn Phe Ser Asp Glu Thr Lys Ala Ala Phe Lys Lys Asn 
10 15 20 25 

AAA GCT TAC CAG TTT CAA TTT AAA AAA GAA GAA GAG CTG ACA GAA TCA 147 
Lys Ala Tyr Gin Phe Gin Phe Lys Lys Glu Glu Glu Leu Thr Glu Ser 
30 35 40 

GAT TTT CTG GAA ACA GAA GTA TTA GTT GGT CTG CCA AAG CCT GAT TTA 195 
Asp Phe Leu Glu Thr Glu Val Leu Val Gly Leu Pro Lys Pro Asp Leu 
45 50 55 

TTA GCA AAA TAT AAA AAT TTA AAA TGG CTC CAA CTT TTA TCA GCT GGG 24 3 
Leu Ala Lys Tyr Lys Asn Leu Lys Trp Leu Gin Leu Leu Ser Ala Gly 
60 65 70 

•ACC AAT GGT TAT ACT CAA GGA GCA AAT TTT CCT CAA GAG GTA GTT TTG 291 
Thr Asn Gly Tyr Thr Gin Gly Ala Asn Phe Pro Gin Glu Val Val Leu 
75 80 85 

ACA AAT GCA ACA GGA ACT TAT GGA CTT ACG ATT TCT GAG CAT TTA CTA 339 
Thr Asn Ala Thr Gly Thr Tyr Gly Leu Thr lie Ser Glu His Leu Leu 
90 95 100 105 

ACA ATG GCT TTC GTT CTT CTA AGA AAA TTT GAC CTT TAT CAA AAA CAA 387 
Thr Met Ala Phe Val Leu Leu Arg Lys Phe Asp Leu Tyr Gin Lys Gin 
110 115 ' 120 
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CAA GAA AAA GAA ATC TGG GAA AAT ATT GGT CAG ATT CAA TCT ATT TAT 4 35 

Gin Glu Lys Glu lie Trp Glu Asn lie Gly Gin lie Gin Ser lie Tyr 
125 130 135 

GGC TCA ACA GTA TTG GTT CAT GGT TTA GGT GAT ATT GGA AGT CAC TTT 48 3 

Gly Ser Thr Val Leu Val His Gly Leu Gly Asp lie Gly Ser His Phe 
140 145 150 

•GCA CAA AAG ATT CAA GCT TTG GGA GGT CAT GTC ATT GCA GTC AAA CGA 531 

Ala Gin Lys He Gin Ala Leu Gly Gly His Val lie Ala Val Lys Arg 

155 160 165 

ACT GTT TAT GGT GAT GAA GAA TTT GCT GAT GAA GTC TAT GCC GAA ACT 57 9 

Thr Val Tyr Gly Asp Glu Glu Phe Ala Asp Glu Val Tyr Ala Glu Thr 
170 175 180 185 

GAC CTA GAC AAA GTT TTA CCG AGA GCT GAT ATT ATT GCT TCA AGT GTC 627 

Asp Leu Asp Lys Val Leu Pro Arg Ala Asp He He Ala Ser Ser Val 
190 195 200 

CCT GGG ACC CAT GAA ACT TAT AAA TTA TTT AAT CAA GAA AAA TTT GAT 67 5 

Pro Gly Thr His Glu Thr Tyr Lys Leu Phe Asn Gin Glu Lys Phe Asp 
205 210 215 

TTA ATG AAA GAA AAT GCT ATT TTC CTA AAT GTT GGT CGG GGA ACA AAT 723 

Leu Met Lys Glu Asn Ala lie Phe Leu Asn Val Gly Arg Gly Thr Asn 
220 225 230 

GTC GAT TTA GAA GCC TTG TGT GAT GCT CTT GAG TCT AAA AAA ATT GCT 771 

Val Asp Leu Glu Ala Leu Cys Asp Ala Leu Glu Ser Lys Lys He Ala 

235 240 245 

CGG GCA GGA ATT GAC GTG ACC GAC CCA GAA CCA TTG CCT AAA GGT CAC 819 

Gly Ala Gly He Asp Val Thr Asp Pro Glu Pro Leu Pro Lys Gly His 
250 255 260 265 

CGG GCT TGG CAT ACA GAA AGA CTA TTA ATC ACT CCT CAT GCT TCT GGC 867 

Arg Ala Trp His Thr Glu Arg Leu Leu He Thr Pro His Ala Ser Gly 
270 275 280 

GGT TAT ACT CTT CCT GAA ACA TGG CGT CGC TTT ATG AAA ATA TTG GAA 915 

Gly Tyr Thr Leu Pro Glu Thr Trp Arg Arg Phe Met Lys He Leu Glu 
285 290 295 

AAA AAT CTC GAT GCC TAT GCA AAT GGT AAG GAA TTG ACA AAT ATT GTT 963 

Lys Asn Leu Asp Ala Tyr Ala Asn Gly Lys Glu Leu Thr Asn He Val 
300 305 310 

GAT ATG AAA ACA GGA TAT AAA CGA AAT GCT CAC AAA 999 

Asp Met Lys Thr Gly Tyr Lys Arg Asn Ala His Lys 

315 320 325 
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INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID NO: 8 

i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID NO: 8 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID NO: 8 



GAT ATT ATT GAT TGT AAT GCT GCT ATT GTA AAT GGT GGA GGT GCT CTC 4 8 

Asp lie He Asp Cys Asn Ala Ala He Val Asn Gly Gly Gly Ala Leu 
1 5 10 15 

CTT GGT TTT GCT ATG AAA TAC AAA ACC AAC AAT GAC CGT GTG GAA AAG 96 

Leu Gly Phe Ala Met Lys Tyr Lys Thr Asn Asn Asp Arg Val Glu Lys 
20 25 30 

TTT TTT AAA GCT AAA CAA CTT CCA GAG GAA TAC ATA CGT GGT ATC AGC 14 4 

Phe Phe Lys Ala Lys Gin Leu Pro Glu Glu Tyr He Arg Gly He Ser 
35 40 45 

CGT GTT TAT GAT ACT CAA GAA AAT ATC GGT ATT GAC AGT GAC TTG ACC 192 

Arg Val Tyr Asp Thr Gin Glu Asn He Gly He Asp Ser Asp Leu Thr 
50 55 60 

ATC TTC CCA GTG GAA TTA AAA GAT GAT TTC CCT GAC GGT TTG ACT ACA 24 0 

He Phe Pro Val Glu Leu Lys Asp Asp Phe Pro Asp Gly Leu Thr Thr 
65 70 75 80 

ATT GCA CCA ATC TAT GGT GGT GGT ATG CGT CTT GGT TCT TTC ATT ATT 288 

He Ala Pro He Tyr Gly Gly Gly Met Arg Leu Gly Ser Phe He lie 
85 90 95 

TGG CGT AAC GAC CAT GAT TTT GTG GAC GAC GAC CTT ATC TTG GTT GAG 336 

Trp Arg Asn Asp His Asp Phe Val Asp Asp Asp Leu He Leu Val Glu 
100 105 110 

ATT GCA TCT ACA GTA GTT GGT TTG CAA TTG TTG CAT CTT CAA ACA GAA 384 

He Ala Ser Thr Val Val Gly Leu Gin Leu Leu His Leu Gin Thr Glu 
115 120 125 

AAC TTG GAA GAA ACG ATT CGT AAA CAA ACA GCT ATT AAT ATG GCT ATT 4 32 

Asn Leu Glu Glu Thr He Arg Lys Gin Thr Ala He Asn Met Ala He 
130 135 140 

AAT ACC TTG TCT TAC TCA GAA ATC AAG GCA GTT TCA GCT ATC TTG AAT 4 80 

Asn Thr Leu Ser Tyr Ser Glu He Lys Ala Val Ser Ala He Leu Asn 

145 150 155 160 

GAG TTG GAC GGT TTA GAA GGT CGT TTG ACA GCC TCT GTT ATC GCG GAC 528 

Glu Leu Asp Gly Leu Glu Gly Arg Leu Thr Ala Ser Val He Ala Asp 
165 170 175 

CGT ATC GGA ATT ACT CGT TCT GTT ATT GTT AAT GCT CTT CGT AAA TTA 57 6 

Arg He Gly He Thr Arg Ser Val He Val Asn Ala Leu Arg Lys Leu 
180 185 190 
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GAA TCA GCT GGT ATT ATT GAA AGT CGT TCG CTT GGT ATG AAA GGC ACT 62 4 
Glu Ser Ala Gly He He Glu Ser Arg Ser Leu Gly Met Lys Gly Thr 
195 200 205 

TAC CTC AAA GTC CTT AAC GAA GGT ATC TAC GAC AAA TTG AAA GAA TAC 672 
Tyr Leu Lys Val Leu Asn Glu Gly He Tyr Asp Lys Leu Lys Glu Tyr 
210 215 220 

INFORMATION POUR LA SEQUENCE ID NO: 9 

i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE ID NO: 9 

A) LONGUEUR : 

B) TYPE : ADN 

C) NOMBRE DE BRIN : double 

D) CONFIGURATION : lineaire 

xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE ID NO: 9 

ATG GCA AAT TTG CTT GAT AAA ACA CGT AAA ATT ACT TCT ATC TTG CAA 4 8 
Met Ala Asn Leu Leu Asp Lys Thr Arg Lys He Thr Ser He Leu Gin 
15 10 15 

CGC TCA GTA GAT AGT TTG GAA GGA GAT CTT CCA TAC AAC AAC ATG GCT 96 
Arg Ser Val Asp Ser Leu Glu Gly Asp Leu Pro Tyr Asn Asn Met Ala 
20 25 30 

GCT CAG TTG GCA GAT ATT ATT GAT TGT AAT GCT GCT ATT GTA AAT GGT 14 4 
Ala Gin Leu Ala Asp He He Asp Cys Asn Ala Ala He Val Asn Gly 
35 40 45 

GGA GGT GCT CTC CTT GGT TTT GCT ATG AAA TAC AAA ACC AAC AAT GAC 192 
Gly Gly Ala Leu Leu Gly Phe Ala Met Lys Tyr Lys Thr Asn Asn Asp 
50 55 60 

CGT GTG GAA AAG TTT TTT AAA GCT AAA CAA CTT CCA GAG GAA TAC ATA 24 0 
Arg Val Glu Lys Phe Phe Lys Ala Lys Gin Leu Pro Glu Glu Tyr He 
6 $ "70 75 80 

CGT GGT ATC AGC CGT GTT TAT GAT ACT CAA GAA AAT ATC GGT ATT GAC 288 
Arg Gly He Ser Arg Val Tyr Asp Thr Gin Glu Asn He Gly lie Asp 
85 90 95 

AGT GAC TTG ACC ATC TTC CCA GTG GAA TTA AAA GAT GAT TTC CCT GAC 336 
Ser Asp Leu Thr He Phe Pro Val Glu Leu Lys Asp Asp Phe Pro Asp 
100 105 110 

*GGT TTG ACT ACA ATT GCA CCA ATC TAT GGT GGT GGT ATG CGT CTT GGT 38 4 
Gly Leu Thr Thr He Ala Pro He Tyr Gly Gly Gly Met Arg Leu Gly 
115 120 125 

TCT TTC ATT ATT TGG CGT AAC GAC CAT GAT TTT GTG GAC GAC GAC CTT 4 32 
Ser Phe He He Trp Arg Asn Asp His Asp Phe Val Asp Asp Asp Leu 
130 135 140 

ATC TTG GTT GAG ATT GCA TCT ACA GTA GTT GGT TTG CAA TTG TTG CAT 4 80 
He Leu Val Glu He Ala Ser Thr Val Val Gly Leu Gin Leu Leu His 
145 150 155 160 

CTT CAA ACA GAA AAC TTG GAA GAA ACG ATT CGT AAA CAA ACA GCT ATT 528 
Leu Gin Thr Glu Asn Leu Glu Glu Thr He Arg Lys Gin Thr Ala He 



BNSDOCID: <WO 0129183A2_L> 



WO 01/29183 



17 



PCT7FR00/02869 



165 170 175 

AAT ATG GCT ATT AAT ACC TTG TCT TAC TCA GAA ATC AAG GCA GTT TCA 57 6 
Asn Met Ala lie Asn Thr Leu Ser Tyr Ser Glu lie Lys Ala Val Ser 
180 185 190 

GCT ATC TTG AAT GAG TTG GAC GGT TTA GAA GGT CGT TTG ACA GCC TCT 624 
Ala lie Leu Asn Glu Leu Asp Gly Leu Glu Gly Arg Leu Thr Ala Ser 
195 200 205 

GTT ATC GCG GAC CGT ATC GGA ATT ACT CGT TCT GTT ATT GTT AAT GCT 672 
Val lie Ala Asp Arg lie Gly lie Thr Arg Ser Val He Val Asn Ala 
210 215 220 

CTT CGT AAA TTA GAA TCA GCT GGT ATT ATT GAA AGT CGT TCG CTT GGT 720 
Leu Arg Lys Leu Glu Ser Ala Gly He He Glu Ser Arg Ser Leu Gly 
225 230 235 240 

ATG AAA GGC ACT TAC CTT AAA GTC CTT AAC GAA GGT ATC TAC GAC AAA 768 
Met Lys Gly Thr Tyr Leu Lys Val Leu Asn Glu Gly He Tyr Asp Lys 
245 250 255 

TTG AAA GAA TAC GAA 783 
Leu Lys Glu Tyr Glu 
260 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2) (a) for the following reasons: 
1 I I Claims Nos. : 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. j~J Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4( a t. 
Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



See supplemental sheet 



1 As al1 required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims . 

2 |~| As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 F~ j As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 I x] ^° rec l u i re d additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.. 

7-9 in their entirety, 1-6, 10-15, 18 in part 

Remark on Protest [ j The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

f | No protest accompanied the payment of additional search tees. 
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The international searching authority has established that this international application contains multiple 
(groups of) inventions as follows: 

1 . Claim nos.: 7-9 in their entirety, 1-6, 10-15, 18 in part 

mutant of lactic bacterium with the gene codY inactivated 

2. Claim nos.: 1-6, 10-15, 18 in part 

mutant of lactic bacterium with the operon lev inactivated, apart from the mutant in 1 

3. Claim nos.: 1-6 and 13-15, 18 in part 

mutant of lactic bacterium with a gene coding for an inactivated beta-glu coside, apart 
from the mutants in 1 and 2 

4. Claim nos.: 16 and 17 

recombinant vector for use for identifying or selecting mutant lactic bacteria and use 
thereof 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA DEMAND E 

CIB 7 C12N1/20 C12Q1/68 A23C19/032 
//C12R1:46 

Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la tots selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mmimale consultee (systeme de classification suivi des symbotes de classement) 

CIB 7 C12N C07K C12Q A23C 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

BIOSIS, WPI Data, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 



Identification des documents cites, avec. le cas echeant. I'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



KUNJI EDMUND R S ET AL: "Transport of 

beta-Casein-derived Peptides by the 

Oligopeptide Transport System Is a Crucial 

Step in the Proteolytic Pathway of 

Lactococcus lactis." 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

vol. 270, no. 4, 1995, pages 1569-1574, 

XP002141676 

ISSN: 0021-9258 

le document en entier 

-/-- 



fY| Voirla 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



9 Categories speciaies de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 

"L* document pouvant jeter on doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O* document se refer ant a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou to us autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a fa date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de ('invention 

"X" document particulierement pertinent; Pinven tion revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; Hnven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&* document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 

16 fevrier 2001 


Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

07.05.2001 


Nom et adresse postale de radmtnist ration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Ri|swijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31 -70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

VAN DER SCHAAL C.A. 
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Oemar 'nternationale No 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie • Identification des documents cites, a vec, le cas echeant, I'indication des passages pertinents 



I no. des revendicatkms visees 



MARUGG JOEY D ET AL: "Medi urn- dependent 

regulation of proteinase gene expression 

in Lactococcus lactis: Control of 

transcription initiation by specific 

di peptides." 

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 

vol. 177, no. 11, 1995, pages 2982-2989, 

XP002141677 

ISSN: 0021-9193 

cite dans la demande 

le document en entier 

FISHER SUSAN H ET AL: "Role of CodY in 
regulation of the Bacillus subtilis hut 
operon. " 

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 

vol. 178, no. 13, 1996, pages 3779-3784, 

XP002160377 

ISSN: 0021-9193 

le document en entier 

DATABASE BIOSIS [en ligne] 
BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 
PHILADELPHIA, PA, US; avri 1 1999 (1999-04) 
FISHER SUSAN H: "Regulation of nitrogen 
metabolism in Bacillus subtilis: Vive la 
difference! " 

Database accession no. f>REV1999O0269050 

XP002160389 

abrege 

& MOLECULAR MICROBIOLOGY, 

vol. 32, no. 2, avril 1999 (1999-04), 

pages 223-232, 

ISSN: 0950- 382X 

KUNJI E ET AL: "The proteolytic systems 

of lactic acid bacteria" 

ANTON IE VAN LEEUWENHOEK, 

vol. 70, 1996, pages 187-221, XP000914826 

cite dans la demande 

le document en entier 
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D .nde internationale n° 

PCT/FR OG/02869 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'article 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. | [ Les revendications n 05 

se rapportent a un objet a I'egard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. | | Les revendications n os 



se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. | | Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d 'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 

voir feuille supplementaire 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 1 internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s*y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, ('administration n*a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

1 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n os 



4. ^ Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

1 de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n os 

7-9 completement, 1-6, 10-15, 18 partiel lement 



Remarque quant a la reserve j J Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan 

I J Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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Demande Internationale No. PCT/FR 00/02869 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L 1 administration chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d 1 ) inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 7-9 completement, 1-6 10-15 18 partiellement 

Mutant de bacterie lactique avec le gene codY inactive 

2. revendi cations: 1-6 10-15 18 partiellement 

Mutant de bacterie lactique avec 1'operon lev inactive, a 
l'exception du mutant du sujet 1 

3. revendi cations: 1-6 et 13-15 18 partiellement 

Mutant de bacterie lactique avec un gene codant pour une 
beta-glucosidase inactivee, a l'exception du mutant des 
sujet s 1 et 2 



4. revendi cation : 16 et 17 

Vecteur recombinant utile pour identifier ou selectionner 
des bacteries lactiques mutantes et son utilisation 
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